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Le repliement correct d'une protéine et son acheminement vers le bon 
compartiment cellulaire sont nécessaires au fonctionnement d'une protéine. Lorsque 
mal repliée, la protéine peut rester dans le réticulum endoplasmique ou être dirigée 
vers le protéasome pour sa dégradation, le sort réservé aux protéines mutantes. 
L'aquaporine-2 est un pore à eau dont les défauts de fonctionnement conduisent à une 
forme de diabète insipide néphrogénique. Les composés comme le myo-inositol 
pourraient jouer un rôle de chaperonne chimique et aider au repliement de certaines 
protéines mutées comme le CFTR-~F508. La présente étude vise à déterminer si le 
myo-inositol peut aider le mutant AQP2-D150E à atteindre la membrane plasmique 
après expression dans les ovocytes de Xenopus laevis. La présence de myo-inositol à 
une concentration de 500 !lM dans le milieu extracellulaire conduit à une 
augmentation de 50 % de la perméabilité à l'eau des ovocytes exprimant l'AQP2-
D150E. Comparativement, l'injection intracellulaire de myo-inositol n'altère 
aucunement l'activité membranaire du mutant AQP2-D150E, démontrant ainsi qu'il 
ne s'agit pas d'un effet de chaperonne chimique. L'effet d'augmentation de 
fonctionnalité, observé sur la perméabilité à l'eau et dû au myo-inositol 
extracellulaire, est spécifique à l'AQP2-D150E en comparaison aux AQP2 native ou 
portant la mutation G 196D. La concentration de myo-inositol augmentant de moitié la 
perméabilité à l'eau d'ovocytes exprimant l' AQP2-D150E est d'environ 130 !lM, une 
concentration physiologique. En comparaison à d'autres osmolytes (bétaine, glycérol, 
taurine, D-chiro-inositol, L-chiro-inositol), seul le myo-inositol stimule la 
perméabilité à l'eau des ovocytes exprimant l'AQP2-D150E. Toutefois, le mécanisme 
d'action du myo-inositol extracellulaire n'a pas encore été élucidé. 
Mots-clés: aquaporine-2, AQP2-DI50E, CFTR, myo-inositol, osmolyte, chaperonne, 
repliement protéique, diabète insipide néphrogénique, médullaire rénale. 
IV 
Abstract 
The correct folding of a protein and its targeting to the proper cellular 
compartment are necessary for the function of a protein. When a protein doesn't fold 
correctly it will stay in the endoplasmic reticulum or may be sent to the proteasome 
for degradation. This is what awaits mutant proteins AQP2-D 150E and cystic fibrosis 
CFTR-~F508. Aquaporin-2 is a water pore that conf ers nephrogenic diabetes 
insipidus when impaired in its functionality. Nephrogenic diabetes insipidus is 
accompanied by a water reabsorption decrease in the renal medulla. Recently, studies 
have shown that molecules such as myo-inositol have chemical chaperone properties 
in assisting protein folding as was the case for CFTR-~F508. This study's aim is to 
evaluate if myo-inositol promotes AQP2-D 150E to the plasma membrane in Xenopus 
laevis oocytes. At a concentration of 500 IlM in the extracellular medium, myo-
inositol increases by 50 % the water permeability of oocytes expressing AQP2-
D150E. Contrastingly, intemally-injected myo-inositol doesn't modify AQP2-
D150E's water perrneability, thus not behaving as a chemical chaperone. This 
extemal effect myo-inositol has on AQP2-DI50E is specifie because it modifies 
neither the wild-type nor the mutant AQP2-G 196D's water permeability. The 
concentration of myo-inositol showing a 50 % increase of AQP2-DI50E's 
functionality in oocytes is in the order of 130 IlM, which is a physiologie 
concentration. Myo-inositol action is also stereospecific because other osmolytes 
(betain, glycerol, taurine, D-chiro-inositol or L-chiro-inositol) do not exert the same 
effect. Unfortunately, the pathway that extemal myo-inositol uses to do its effect has 
not been resolved yet. 
Keywords: aquaporin-2, AQP2-D150E, CFTR, myo-inositol, osmolyte, chaperone, 
protein folding, nephrogenic diabetes insipidus, renal medulla. 
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1. Introduction 
1.1. Synthèse, ciblage et contrôle de qualité des protéines 
1.1.1. Synthèse et ciblage des protéines 
Les protéines, macromolécules composées d'acides aminés qui résultent de la 
traduction du message génétique, sont présentes dans tous les organismes vivants où 
elles assurent l'essentiel des fonctions de la cellule, soient sous formes d'enzymes, 
de transporteurs membranaires, de récepteurs ou autres. Pour être biologiquement 
actives, chacune doit être exprimée en un endroit précis de la cellule où elle y est 
acheminée grâce à des signaux particuliers contenus dans la séquence peptidique. 
Les protéines faisant partie de la voie sécrétoire, c'est-à-dire celles qui sont sécrétées, 
membranaires ou résidantes dans une organelle, doivent traverser différents 
compartiments en partant de leur lieu de synthèse qu'est le réticulum endoplasmique 
(RE) (Romisch, 2005, Trombetta et Parodi, 2003). Ce type de protéines, par 
comparaison aux protéines cytoplasmiques, doit traverser plusieurs compartiments 
cellulaires dont la composition moléculaire diffère de l'un à l'autre. Une protéine 
membranaire sécrétoire nouvellement synthétisée contient un peptide signal, 
nécessaire pour l'enchâssement membranaire, qui est clivé à son insertion dans la 
membrane du RE après translocation à travers le complexe protéine sécrétoire 
soluble-61 (Sec6l), un complexe enchâssé dans la membrane du RE permettant 
l'entrée d'une protéine néo-synthétisée dans la voie sécrétoire (Bron et al., 1998, 
Dalbey et al., 2000, Higy et al., 2004, Johnson et van Waes, 1999, Nicchitta, 2002). 
À partir de son lieu de synthèse, la protéine sera dirigée vers son 
compartiment de résidence, soient l'appareil de Golgi, les endosomes, les lysosomes 
ou la membrane plasmique, dans lesquels elle demeurera ou cheminera pour 
poursuivre son chemin jusqu'à sa cible finale (Gorelick et Shugrue, 2001). 
Différentes séquences peptidiques ou modifications post-traductionnelles reconnues 
par des protéines résidant dans le RE ou l'appareil de Golgi permettent le triage des 
protéines sécrétoires vers leurs lieux de résidence. Ce tri protéique est permis par le 
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transport vésiculaire qui achemine les protéines d'une organelle à l'autre, un 
processus ayant fait l'objet de nombreuses revues dans la littérature. (Balch et al., 
1984, Bonifacino et Glick, 2004, Novick et al., 1980, Rothman, 1996). 
1.1.2. Contrôle de qualité des protéines 
Le RE, où la concentration protéique avoisine les 100 mg/ml, doit 
constamment évaluer la qualité des protéines qu'il synthétise à l'aide de chaperonnes 
qui réagissent à tout type de configurations non-natives (Hampton, 2002). Lorsque le 
processus d'aide au repliement fourni par les chaperonnes n'est plus apte à contrôler 
le niveau élevé de protéines mal repliées ou dépasse sa capacité de fonctionnement, 
des systèmes de réponse au stress (unfolded protein response; UPR) sont induits dans 
la cellule (Kaufman, 2002, Mori et al., 2000). Les protéines de contrôle du 
repliement s'accolent aux protéines tronquées ou mutées en des positions qui 
interférent avec le repliement protéique. Elles peuvent ainsi faciliter la 
multimérisation et mener à une structure quaternaire fonctionnelle (Béguin et al., 
2000, Hammond et Helenius, 1995). Le système de contrôle de qualité empêche 
aussi les protéines non-liées à un ligand spécifique ou n'ayant pas subi de 
modification post-traductionnelle (clivage du peptide signal, formation de ponts 
disulfures, N-glycosylations appropriées ou ancre glycophosphoinositide manquante) 
de quitter le RE (Trombetta et Parodi, 2003). Sont aussi interceptées les protéines qui 
ont une conformation native afin d'évaluer leur bon repliement et de réguler leur 
acheminement (Nishikawa et al., 2005). De facto, les protéines défectueuses sont 
prises en charge par le système de dégradation associé au contrôle de qualité. 
Autrement, les modifications conformationnelles ou post-traductionnelles subies 
dans le RE identifient les protéines à évaluer par le système de contrôle de qualité 
(Hampton, 2002). 
La figure 1.1 dresse un aperçu succinct et schématisé du système de contrôle 
de qualité qui s'amorce dans le RE. En premier lieu, suivant l'état de repliement 
d'une protéine, celle-ci peut être conservée dans le RE, s'agréger à d'autres peptides 
ou poursuivre son chemin si sa conformation native a été parachevée (Trombetta et 
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Parodi, 2003). Les protéines retenues dans le RE ont une période de temps 
déterminée pour adopter une conformation native, sinon elles seront détruites par le 
protéasome dans un processus appelé dégradation assistée par le RE ou ERAD (ER-
associated degradation) (Romisch, 2005). Dans ce cas, elles sont transloquées vers le 
cytosol avant d'aboutir au protéasome (Karnhi-Nesher et al., 2001). En continuant 
leur route vers l'appareil de Golgi, les protéines mal repliées seront soit 
réacheminées vers le RE par un système de cis-vésiculation ou ciblées vers la 
dégradation lysosomiale (Schulein, 2004). 
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Figure 1.1. Schéma de la maturation et de la dégradation protéique (d'après 
Trombetta et Parodi, 2003). 
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Ce schéma représente les divers chemins que prennent les protéines de la VOIe 
sécrétrice avant d'aboutir à la dégradation. Une protéine synthétisée est tout d'abord 
transloquée au RE (1). Le repliement dans le RE est suivi d'un acheminement vers le 
lieu d'adressage si elle est bien repliée (Secretion) ou d'une dégradation si elle est 
mal repliée (IV ou Vlll). Lorsque mal repliée, elle est rétrotransloquée au cytosol 
(V), envoyée vers le lysosome (Vlll) ou dirigée vers la voie de dégradation assistée 
par le RE (IV), impliquant l'ubiquitination et le protéasome. De l'appareil de Golgi 
(VI), elle peut revenir au RE pour être dégradée. Lorsque présente à son lieu 
d'adressage, elle peut être dégradée dans le lysosome (VIII). À tout moment dans 
son cheminement la protéine mal repliée peut s'aggréger (Vou Ill). 
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1.1.3. Maladies causées par un mauvais repliement protéique 
Parfois, la fonctionnalité d'une protéine peut être perturbée par un mauvais 
repliement au niveau du RE sans que cela n'amène de conséquence sur l'adressage, 
tandis qu'en d'autres temps, ce n'est pas le repliement qui est la cause du manque de 
fonctionnalité de la protéine mais tout simplement que celle-ci n'a pas été 
correctement acheminée vers son lieu d'action (Bernier et al., 2006). De multiples 
raisons peuvent exister pour expliquer ce mauvais adressage comme l'agrégation au 
niveau du RE, un mauvais repliement protéique ou une glycosylation non-
appropriée. Le mauvais adressage vient a priori d'une mutation peptidique. Des 
mutations observées dans des protéines telles l'alpha 1-antitrypsine mènent à 
l'emphysème ou à des maladies du foie (Qu et al., 1996). De même, un mutant du 
canal régulateur de conductance transmembranaire de la fibrose kystique (CFTR; 
Cystic Fibrosis Transmembrane Receptor), le ~F508, mène à la fibrose kystique 
(Kerem et al., 1989, Loo et al., 1998, Riordan et al., 1989, Rommens et al., 1989), 
alors que certains mutants de l'aquaporine-2 (AQP2) sont responsables du diabète 
insipide néphrogénique (DIN) (Bernier et al., 2006). D'autres maladies comme 
l'Alzheimer, le Creutzfeld-Jacob, le Parkinson et des formes de scléroses latérales 
amyotrophiques résultent de mutations qui provoquent un mauvais repliement ou une 
agrégation protéique induisant des problèmes d'adressage intracellulaire (Aridor et 
Balch, 1999, Perlmutter, 2002). Le Tableau 1.1 présente une liste non-exhaustive des 
maladies associées à des défauts de maturation supposément dus à un mauvais 
repliement dans le RE. 
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Tableau 1.1. Maladies reliées à des défauts de maturation dans le RE (adapté de 
Aridor et Ba1ch, 1999). 
Maladie 
Fibrose kystique (mucoviscidose) 
Emphysème héréditaire 
Hémochromatose héréditaire 
Déficience en Protein C 
Facteurs V et VIII de la coagulation sanguine 
Angioœdème héréditaire de type 1 
Hypercholestérolémie familiale 
Chylomicronémie de type 1 
Abétalipoprotéinémie 
Lipoprotéine (a) 
Maladie des l-cell/Pseudo-Hurler 
Mucopolysaccharidoses 
Sandhof/Tay-Sachs 
Déficience congénitale en sucrase-isomaltase 
Crigler-Najjar type II 
Polyendocrinopathie/Hyperinsulinémie 
Diabète mellitus 
Nanisme de Laron 




régulateur de conductance transmembranaire de la 
fibrose kystique (CFTR; Cystic fibrosis trans-
membrane regulator) 
al-Antitrypsine 
Protéine d'hémochromatose héréditaire (HFE). 
Perte de liaison au récepteur transferrine 
Protéine C 
protéine du compartiment médiant le réticulum 
endoplasmique et le Golgi de 53 kDa (ERGIC-53) 
Complément CI 
Récepteur à lipoprotéine de faible densité 
Lipoprotéine lipase, lipase active dans la circulation 
sanguine 
Protéine microsomale d'échange de triglycérides, 
sa cible est l'apolipoprotéine B 
Lipoprotein (a) 
N -acéty Iglucosamine phosphotransférase 





Récepteur à l'insuline 





1.1.4. Chaperonnes associés au réticulum endoplasmique 
1.1.4.1. Vue d'ensemble 
Au sein du système de contrôle de qualité, les mécanismes qui assurent le 
repliement des protéines glycosylées sont des lectines qui se collent aux chaînes de 
N-glycosylation des protéines (Parodi, 2000), telles les glucotransférases (Hammond 
et Helenius, 1993) et les chaperonnes s'attachant à des parties hydrophobes des 
entités protéiques (Hayer-Hartl et al., 1994, Lin et al., 1995). Les protéines di sulfures 
isomérases (protein disulfide isomerase; PDI), menant à bien la formation des ponts 
disulphures, font aussi partie du contrôle de qualité puisque leur fonction de 
formation de ponts disulfures entre deux cystéines est crucial pour le bon repliement 
protéique et pour le cheminement dans la voie sécrétoire (Gillece et al., 1999, 
Molinari et Helenius, 1999, Wang et Chang, 2003). Le système de contrôle de 
qualité emploie aussi ces composantes pour la détermination et l'adressage d'une 
protéine vers la dégradation (Goldberg, 2003, Lomas et Parfrey, 2004, Schubert et 
al., 2000). À celles-ci peuvent être ajoutées des protéines faisant partie du signal 
UPR. Les protéines membranaires sont enchâssées dans un environnement stérique 
lipophile et, de ce fait, elles évitent habituellement le système des chaperonnes 
(Popot et Engelman, 2000). 
1.1.4.2. Les lectines et la N-glycosylation 
La grande majorité des protéines sont glycosylées par l'oligosaccharyl 
transférase. Cette protéine ajoute un résidu N-glycosyl, provenant du dolichol-
phosphate, sur le site consensus de N-glycosylation (-Asn-X-Ser/Thr-) (Helenius et 
Aebi, 2001, Moore, 1999) (voir figure 1.2). Cette N-glycosylation, prenant place 
dans le RE, permet l'ajout d'un sucre riche en mannose sur un résidu asparagine. Ce 
groupement glycosyl sera reconnu par le contrôle de qualité, qui décidera du futur de 
la protéine (Dupré et al., 2004). 
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Figure 1.2. Schéma de la glycosylation au niveau du RE (d'après Helenius et Aebi, 
2001). 
Le sucre est synthétisé dans le RE sur le dolichol-phosphate, un phospholipide. Une 
N-glycosyltransférase clive le sucre du lipide et l'attache à la protéine néo-
synthétisée. Dans le RE, le sucre sert de matrice de liaison dans l'aide au repliement 
protéique et subit ensuite un clivage de son extrémité avant l'envoi de la protéine au 
Golgi. Dans le Golgi, le sucre dont la forme est Glucose3Mannose9N-acetyl-
glucosamine2 aura de plus ample modifications afin de créer un sucre complexe 
contenant des fucose, N-acetylgalactosamine, mannose et glucose. Le sucre 
complexe est le sucre qui coiffe l' AQP2 lorsqu'il se présente à la membrane 
plasmique. 
Une protéine néo-synthétisée se replie alors sur elle-même pour adopter sa 
conformation native. C'est la présence de chaperonnes intraréticulaires qui la 
maintient dans le RE jusqu'à son repliement. La présence de N-glycosylation y 
facilite sa rétention en créant un site d'attache pour les lectines que sont la calnexine 
(CNX), protéine membranaire du RE, et la caIréticuline (CRT), son homologue 
soluble (EUgaard et Helenius, 200 l, Hammond et Helenius, 1993, Ou et al., 1993). 
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Ces dernières ne peuvent s'attacher qu'à des groupements N-saccharidiques de 
protéines spécifiques où le sucre est monoglucosylé. Cette monoglucosylation est 
maintenue par un cycle de dé- et reglucosylation assuré par les glycosylase II ou 
reglucosydase qui reconnaissent diverses configurations non-natives de la protéine. 
L'oxydoréductase nommée protéine-57 du réticulum endoplasmique ou ERp57 
(Endoplasmic Reticulum protein-57), liant les lectines CNXlCRT en leur domaine P, 
domaine qui est exposé en surface (Ellgaard et Helenius, 200 1, Frickel et al., 200 l, 
Oliver et al., 1999), agit comme PDI en catalysant la fonnation de ponts disulfures 
(Antoniou et al., 2002, Lindquist et al., 2001) (voir figure 1.3). 
Figure 1.3. Cycle chaperonique au niveau du RE (d'après Helenius et Aebi, 2001). 
Ce schéma décrit le cycle de glucosylation et déglucosylation faisant intervenir les 
enzymes glucosidase l, glucosidase II, glucosyltransférase et la protéine chaperonne 
calnexine(caIréticuline). Sont aussi présent ERp57 (protéine-57 du réticulum 
endoplasmique), une protéine disulfure isomérase, en tant qu'entité attachée à la 
calnexine, une chaperonne se trouvant au RE se liant aux zones hydrophobes. Après 
avoir adopté une structure repliée, la protéine chemine vers le Golgi suite à une 
liaison à la protéine des compartiments intennédiaires RE-Golgi (ERGIC-53, ER-
Golgi intennediate compartment protein), une lectine se liant aux protéines en 
confonnation native pour les faire cheminer du RE au Golgi. 
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1.1.4.3. Autres systèmes de repliement protéique 
Tel que mentionné préalablement, PDI est une isomérase qui crée des ponts 
disulfures entre résidus cystéines, permettant ainsi aux protéines néosynthétisées 
d'adopter une structure adéquate. L'adoption de la structure tertiaire est facilitée par 
la formation de ponts intrachaînes alors que celle de la structure quaternaire l'est par 
la création de ponts interchaînes (Jessop et al., 2004). En plus de ces chaperonnes qui 
interagissent avec les groupements N-glycosylés, certaines reconnaissent les régions 
hydrophobes des protéines. C'est le cas de la protéine liante (binding protein; BiP), 
aussi connue sous le nom de grp78 qui facilite le repliement protéique en permettant 
aux zones hydrophobes d'interagir ensemble pour éviter ainsi l'apparition de 
conformations non-naturelles pouvant se former en un milieu aqueux (Foresti et al., 
2003, Gething, 1999). Lorsque les protéines sont non-glycosylées, BiP est le seul 
acteur au niveau du repliement (Tsai et al., 2002). BiP amène aussi la protéine plus 
près de sa forme native en contrecarrant la formation d'agrégats (Flynn et al., 1991, 
Kabani et al., 2003). 
1.1.4.4. Chaperonnes d'adressage 
Le repliement protéique assisté par les chaperonnes se termine par le cycle de 
déglucosylation impliquant la glycosidase II (Ellgaard et al., 1999, Frigerio et Lord, 
2000). À moins que la protéine ne réside dans le RE, elle poursuit son chemin vers 
l'appareil de Golgi. C'est à ce niveau que s'effectue la dernière étape de contrôle de 
qualité des protéines issues du RE grâce au rôle de chaperonne exercé par ERGIC-53 
qui permet leur envoi vers le Golgi et leur retour vers le RE en cas de nécessité 
(Hauri et al., 2000, Schrag et al., 2003, Velloso et al., 2002). Dans les citernes du 
Golgi, la protéine est tout d'abord partiellement déglycosylée avant l'ajout de 
nouveaux résidus glycosylés pour former un polysaccharide plus complexe 
(Agarraberes et Dice, 2001). Plusieurs revues font une description détaillée de la 
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déglycosylation et des autres processus post-transcriptionnels (de Graffenried et 
Bertozzi, 2004, Edge, 2003, Suzuki et al., 1995). 
1.1.5. Systèmes de dégradation protéique 
1.1.5.1. Vue d'ensemble 
Malgré tous ces systèmes de contrôle de qualité des protéines, certaines ne 
seront quand même pas repliées de façon fonctionnelle et il y en a qui, même si elles 
sont bien repliées, ne doivent de toute façon résider dans la cellule que pour une 
durée finement déterminée (Lomas et Parfrey, 2004, Schubert et al., 2000). Afin que 
ces destinées soient assurées, la cellule a des mécanismes qui mènent à la 
dégradation protéique, l'aboutissement de toute protéine. Les mécanismes les plus 
connus font intervenir, lors de la dégradation, le protéasome, par la voie ERAD, ou le 
lysosome (Kolter et Sandhoff, 2005, Romisch, 2005). 
1.1.5.2. Dégradation Iysosomiale 
Une protéine bien ou mal repliée se rendant à la membrane plasmique peut 
quand même être dégradée. En aval du RE, cette dégradation fait intervenir le 
lysosome. Dans cette organelle à pH acide, il y a des hydrolases qui permettent le 
clivage des nucléotides, des protéines, des lipides, des sucres, des sulfates et même 
des phosphates (Ciechanover et Schwartz, 2004, Hunziker et Geuze, 1996, 
Winchester, 2001). La dégradation lysosomiale intervient dans quatre cas discutés 
dans la littérature. La microautophagie et la macroautophagie sont des dégradations 
de type général (Agarraberes et Dice, 2001), alors que, dans la dégradation médiée 
par une chaperonne, les protéines cytosoliques sont reconnues par la protéine de choc 
thermique de 70 kDa (hsp70, heat-shock protein-70), une protéine chaperonne 
répondant aux chocs thermiques que la cellule subie, et traversent la membrane du 
lysosome pour y être dégradées. Finalement, la dégradation précédée par 
l'endocytose, qui mène à une destruction de membrane plasmique et de milieu 
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extracellulaire, est médiée par un récepteur (Agarraberes et Dice, 2001, Terlecky et 
Dice, 1993). Par exemple, dans le cas du récepteur de l'hormone de croissance, 
celui-ci est internalisé suite à sa dimérisation induite par la liaison de l'hormone de 
crOIssance (van Kerkhof et Strous, 2001). Cette dégradation lysosomiale peut 
également être liée à une monoubiquitination (Marques et al., 2004). La 
monoubiquitination, où une molécule d'ubiquitine se lie à une protéine membranaire, 
est suivie de l'internalisation et de la dégradation sus-décrite (Hicke, 1999, Strous et 
Govers, 1999). Récemment, ce processus a été révisé où le lysosome agit en tant que 
destructeur non-spécifique des entités présentes à la membrane plasmique, c'est-à-
dire que l'internalisation de matériel membranaire a pour seule fin de dégrader ce 
matériel (Kolter et Sandhoff, 2005, Mukherjee et Maxfield, 1999). 
1.1.5.3. Dégradation assistée par le RE (ERAD) 
Les protéines échouant au test de contrôle de qualité sont envoyées vers 
l'ERAD. Certaines protéines bien repliées y sont également acheminées puisqu'une 
proportion de 30 % des protéines synthétisées s'y retrouve (Schubert et al., 2000). 
Pour éliminer la protéine à dégrader, l'ERAD fait intervenir l'ubiquitination et le 
protéasome 26S (Zhang et Kaufman, 2004). Ces protéines doivent être transloquées 
du RE vers le cytosol au travers de Sec61 et, pour ce faire, doivent en outre être 
solubles, non-complexées et ne plus contenir de ponts disulfures (Fiebiger et al., 
2002, Sevi lIa et al., 2004, Zietkiewicz et al., 2004). Pour une protéine membranaire, 
le marquage pour la dégradation se fait à l'aide de protéines cytosoliques (Taxis et 
al., 2003). Il a été démontré que c'est la localisation du défaut protéique qui 
détermine si la protéine est un substrat pour l'ERAD (Vashist et Ng, 2004, Zhang et 
al., 2001). Pour appuyer cette idée, des chercheurs ont fait valoir que ce sont les 
domaines cytosoliques qui sont évalués en premier lieu par les chaperonnes (Vashist 
et Ng, 2004). 
Pour la dégradation, PDI est nécessaire au clivage des ponts disulfures d'une 
protéine avant son envoi vers le cytosol et le protéasome (Fagioli et al., 200 1, 
Tortorella et al., 1998, Tsai et al., 2001). Les protéines qui n'adoptent pas leur 
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structure quaternaire appropriée subissent fréquemment l'agrégation dans le RE. BiP 
et les protéines à domaine J, un type de chaperonne récemment décrite, tentent de 
désagréger les protéines, sans quoi elles aboutissent à l'ERAD (Kabani et al., 2003, 
Nishikawa et al., 2001). 
La dégradation de type ERAD intervient par ailleurs pour réguler la durée de 
vie d'une protéine native (Bonifacino et Weissman, 1998, Brodsky et McCracken, 
1999, Plemper et Wolf, 1999). Dans la majorité des cas, l'ubiquitination précède la 
dégradation faisant intervenir le protéasome 26S, complexe multiprotéique qui a 
pour fonction de cliver les protéines en acides aminés (Nandi et al., 2006). 
L'ubiquination est une modification post-traductionnelle par laquelle une molécule 
d'ubiquitine, une unité protéique de 76 acides aminés, est attachée à une protéine 
(Nandi et al., 2006). Lors de la monoubiquitination, une unité d'ubiquitine forme un 
lien isopeptidique entre son groupe u-carboxyl de l'extrémité C-terminale du résidu 
glycine et le groupement E-amino d'une lysine de la protéine-cible (Smalle et 
Vierstra, 2004). La polyubiquitination s'opère de la même façon mais, dans ce cas-ci, 
les molécules d'ubiquitine s'attachent entre elles pour former un trimère ou un 
tétramère qui sera rattaché à la protéine-cible (Smalle et Vierstra, 2004). Cet 
attachement mène à la dégradation, sauf pour une ubiquitination sur la lysine K63 
(Hofmann et Pickart, 1999, Spence et al., 1995). Malgré l'aboutissement habituel des 
protéines ubiquitinées à la dégradation, certaines ubiquitinations peuvent amener les 
protéines à adopter différents rôles dans la cellule (Hicke, 2001, Katzmann et al., 
2002). 
1.2. Correction des problèmes de repliement et de ciblage 
1.2.1. Chaperonnes pharmacologiques 
En raison des nombreuses maladies qui sont associées à un mauvais repliement 
protéique, Welsh et al. (1993) ont orienté leurs recherches vers le sauvetage du 
mutant défectueux du CFTR, le CFTR-ÔF508. Ce canal chlore est décrit plus en 
détails à la section 1.4. Lorsque muté, ce canal est retenu à l'intérieur de la cellule, ce 
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qui se traduit par un transport de chlore absent au niveau de la membrane plasmique. 
Welsh et al. (1993) ont alors envisagé la possibilité que la température pourrait 
affecter le repliement protéique en agissant sur le système de chaperonnes de type 
hsp. Ainsi, en abaissant la température de croissance de cellules de fibroblastes 3T3 
en culture exprimant le mutant CFTR-~F508, ces auteurs ont montré que la protéine 
était acheminée en plus grande quantité à la membrane sous forme fonctionnelle. 
Suite à cette étude, Loo et Clarke (1994) ont concentré leurs études sur le 
sauvetage de la glycoprotéine-P, un transporteur issu du gène 1 responsable de la 
résistance multi-drogue (MDR-1, multi-drug resistance gene-1) qui est retenu dans le 
RE lorsque muté. Les premières analyses de ce groupe ont aussi mené à la 
conclusion que la température avait son rôle à jouer dans la maturation et le bon 
repliement des protéines mutées. Cet effet a été associé à une action de la 
température sur la liaison des mutants à la protéine calnexine dans le cycle de 
contrôle de qualité (Loo et Clarke, 1997). Ils ont ensuite réorienté leurs études sur 
des composés pharmacologiques susceptibles d'acheminer les mutants MDR-1 à la 
surface membranaire. En faisant intervenir des substrats (vinblastine et capsaïcine) 
ou des inhibiteurs (cyclosporine et verapamil) du transporteur, ils ont observé que les 
protéines complètement glycosylées étaient affichées à la membrane plasmique. Les 
conclusions tirées de ces observations impliquent que la protéine MDR-I se rend à la 
membrane plasmique parce qu'elle a subi les modifications post-traductionnelles 
adéquates. Il semblerait donc que les sites de liaison des ligands se forment assez 
rapidement durant le repliement protéique et que la liaison des ligands sur ces sites 
favorise une conformation protéique capable de satisfaire au système de contrôle de 
qualité (Loo et Clarke, 1997). 
D'autres exemples de sauvetage de mutants protéiques ont fait surface dans la 
littérature. L'un d'eux, associé à la protéine de type-P, un transporteur de cuivre 
dépendant de l'adénosine triphosphate (ATP) transitant de l'appareil de Golgi à la 
membrane plasmique, décrit une caractéristique intéressante d'un effecteur 
pharmacologique agissant dans le corps humain (Kaler et Turner, 1998). 
Normalement, les mutants du transporteur de type-P ATP-dépendant qui résident 
dans le RE mènent à la maladie de Menkes à laquelle sont associés des défauts du 
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tissu conjonctif, une dégénérescence neurologique, un retard mental et d'autres 
pathologies. Toutefois, la supplémentation en cuivre de patients pourvus du mutant 
G 1 0 190 ramène la fonctionnalité du transporteur de type-P A TP-dépendant par une 
action de chaperonne pharmacologique jouée par le cuivre en s'attachant au 
transporteur (Kim et aL, 2002). Un autre exemple de récupération protéique fait 
intervenir le diazoxide, un agoniste du récepteur sulfonyl-urée-l (SUR-l, Sulfonyl-
Urea Receptor-l), un canal cationique non-sélectif. Lors de la multimérisation du 
récepteur SUR-l avec Kir6.2 (Inward rectifying potassium channel, Canal potassique 
à rectification entrante 6.2) il Y a formation d'un canal potassique A TP-sensible dans 
les cellules ~ du pancréas (Thomas et aL, 1995). L'agoniste permet une récupération 
de la fonction du mutant Rl394H du SUR-l en l'amenant du réseau trans-golgien à 
la membrane plasmique, comme en témoigne la correction de l'hypoglycémie 
hyperinsulinémique associée à cette mutation (Partridge et aL, 2001). Un sauvetage 
pharmacologique a également été observé dans le cas de récepteurs couplés aux 
protéines G (G Prote in Coupled Receptor; GPCR) comme celui de la vasopressine 2 
(V2R) pour lequel, une récupération fructueuse a été obtenue dans deux tiers des cas 
(Morello et aL, 2000). Le récepteur V2R mutant, qui sera décrit dans les sections 
1.3.6-7, n'est pas acheminé vers la membrane cellulaire. Toutefois, l'ajout 
d'antagonistes peptidiques perméables à la cellule (SR121463 et VPA-985; 
antagonistes synthétisés chimiquement) permet de restaurer l'activité de 8 des 12 
mutants par un effet intracellulaire dont l'efficacité a été corroborée par comparaison 
à des composés non-perméables (Morello et aL, 2000). 
1.2.2. Chaperonnes chimiques 
Dans la définition de chaperonnes chimiques, il arrive fréquemment que soient 
inclus les osmolytes organiques qui ont une activité osmoprotectrice sans pour autant 
démontrer une réelle activité de chaperonne chimique (Wright et aL, 1986). Une 
chaperonne chimique a une action bénéfique sur un système dans la cellule et cet 
effet peut se traduire par une protection des protéines contre la dégradation ou 
certains stress cellulaires. La protection face aux stress cellulaires permet une 
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préservation des membranes sèches, membranes ayant perdues leurs capacités 
élastiques et fluides, la préservation des liposomes chez les plantes, par une 
diminution du stress oxydatif causé par la présence de radicaux libres ou par une 
défense contre la chaleur (Hare et al., 1998, McManus et al., 1995, Qu et al., 1998). 
Ces composés osmoproctecteurs font partie des familles des polyols, des acides 
aminés ou des méthylamines (Lang et al., 1998). À l'opposé du spectre, il existe les 
osmodénaturants comme l'urée ou les électrolytes que les chaperonnes doivent 
combattre (Felitsky et al., 2004). 
C'est dans le rein que se produit la majeure partie de l'osmoprotection chez les 
mammifères. Au niveau du cortex rénal, l'osmolarité est isotonique comparée à 
l'osmolarité sanguine. Le fluide interstitiel devient de plus en plus hypertonique 
lorsque l'on va du cortex vers la médullaire externe, la médullaire interne et la 
papille rénale. (Woo et al., 2002). Les tubules proximaux sont responsables de la 
réabsorption de l'eau et des ions provenant de la filtration glomérulaire. Dans la 
portion ascendante de l'anse de Henlé du néphron a lieu la plus grande partie de la 
réabsorption de l'eau favorisée par l'hyperosmolarité du fluide interstitiel (Neuhofer 
et Beck, 2005). De hautes tonicités en NaCI peuvent augmenter significativement la 
force ionique intracellulaire et mener à des complications telles des dommages à 
l'ADN et la mort cellulaire (Woo et Kwon, 2002). Durant le processus de 
réabsorption dans les tubules distaux, la médullaire rénale doit faire face à des 
conditions drastiques de teneurs sel et en urée élevées. À ce niveau, les sels ayant été 
presque tous réabsorbés, les cellules vont contrôler la réabsorption d'eau à l'aide de 
l'arginine-vasopressine (A VP) et, ainsi, permettre la concentration du liquide dans le 
tubule collecteur. Afin de faire face aux fluctuations de tonicité extracellulaire, la 
médullaire rénale exprime des transporteurs d'osmolytes neutre comme la bétaine, le 
myo-inositol et bien d'autres selon l'espèce animale étudiée (Beck et al., 1992, 
Neuhofer et Beck, 2005, Schmolke et al., 1996). 
L'activité chaperonique la plus étudiée est celle de l'action des osmolytes 
organiques sur le repliement protéique. In vitro, ces composés servent à augmenter la 
différence d'énergie libre de Gibbs (L1G), une mesure de la différence d'énergie libre 
entre les états natif et dénaturé, en diminuant le potentiel chimique de l'état natif et 
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en au~mentant celui de l'état dénaturé (Arakawa et al., 1990). Les actions 
qu'exercent les chaperonnes sur les protéines sont aussi diverses que la stabilisation 
d'un état hydrophobe par exclusion de l'eau autour des protéines, l'assistance au 
repliement protéique et la désagrégation des protéines (Kaushik et Bhat, 2003). Le 
triméthylamine N-oxyde a l'effet de favoriser l'état replié ou agrégé des protéines, 
par exemple, en facilitant la formation de microtubules, dans son aide à la 
cristallisation ou dans sa capacité de cacher le domaine N-H pour limiter le contact 
avec les protons de l'environnement (Hovagimyan et Gerig, 2005). Dans d'autres 
cas, sa présence au cerveau a un effet nocif car il mène à la formation d'agrégats de 
fragments d'amyloïde bet~ causant l'Alzheimer (Yang et al., 1999). 
1.3. Aquaporines 
1.3.1. Le transport de l'eau 
La bicouche lipidique ayant des propriétés lipophiles, au fil des ans des 
scientifiques se sont donc posés la question du soi-disant passage passif de l'eau 
établi comme idée de base (Harris et Zeidel, 1993). Ainsi, les échanges d'eau de part 
et d'autres de la membrane plasmique seraient effectués par un mécanisme diffusif 
impliquant un passage très lent des molécules d'eau au travers de la membrane 
plasmique, cependant certaines cellules spécialisées son reconnues comme ayant un 
transport d'eau à très haute capacité (Agre, 2004). En observant plus spécifiquement 
le transport d'eau en bicouche reconstituée, la perméabilité osmotique (Pr) est 
équivalente à la perméabilité disponible par diffusion (Pd), tandis que sur cellules, la 
perméabilité par diffusion n'explique pas toute la perméabilité osmotique observable. 
En comparant la perméation de bicouches lipidiques et d'érythrocytes, cet écart entre 
Pr et Pd augmente (Finkelstein, 1987). 
La protéine intégrale formant un canal à eau (channel forming integral protein 
of 28 kDa, CHIP28) a été identifiée après des études de perméabilité dans les 
globules rouges et dans des bicouches reconstituées (Preston et Agre, 1991). Par la 
suite, à partir de globules rouges, elle a pu être isolée et séquencée (Agre et al., 
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1993). Afin de détenniner la fonctionnalité de CHIP28, Preston et al. (1992) ont isolé 
J'acide ribonucléique messager (ARNm) de globules rouges humains et l'ont injecté 
dans des ovocytes de Xenopus laevis. Ces œufs, placés dans l'eau, un milieu 
hypotonique par rapport à la tonicité intracellulaire des ovocytes, gonflaient 
rapidement jusqu'à l'éclatement comparativement aux ovocytes non-injectés. C'est à 
ce moment qu'Agre et al. (1993) ont identifié la nature moléculaire de la protéine qui 
pennettait le passage de l'eau à travers les membranes: l' aquaporine (AQP 1). Ce 
passage d'eau se fait à raison de 3 x 109 molécules d'eau par secondes par 
monomère. Il fut établi que l'eau passait par cette protéine en majorité avec un assez 
faible transport à travers la membrane par diffusion passive. Pour s'en assurer, le 
groupe d' Agre a aussi démontré que l' AQP 1 pouvait être bloquée par le chlorure de 
mercure, un agent connu pour inhiber le transport d'eau au travers d'une protéine 
tout en n'affectant pas le transport d'eau par diffusion. Cette méthode a été employé 
pour bloquer le canal AQPI et, de ce fait, le transport d'eau (Agre et aL, 1993). 
L'aquaporine constitue donc la voie d'entrée majeure de l'eau dans les cellules 
corporelles, autant au niveau de la barrière hématoencéphalique qu'au niveau du 
rein, de l' œil et du poumon. 
1.3.2. Caractéristiques des aquaporines 
À ce jour, 13 aquaporines ont été identifiées chez les mammifères et une 
pléiade d'autres sont présentes chez les bactéries, les amphibiens, les plantes, etc. 
(Masyuk et LaRusso, 2006). L'analyse de la séquence de l'AQPI a pennlS 
l'identification de similitudes entre les AQPs, à saVOIr SIX segments 
transmembranaires contenant deux motifs Asparagine-Proline-Alanine (NPA) 
(Schrier et Cadnapaphornchai, 2003). Ces motifs sont présents sur les hélices 
hydrophobes 8 et E et s'assemblent au niveau de la membrane plasmique pour 
fonner une structure dite «modèle en sablier» (Jung et aL, 1994). En analyse 
cristallographique, la protéine se replie pour fonner un assemblage d'hélices a 
délimitant un puits favorisant un passage de molécules d'eau en file indienne. Le 
modèle en sablier présente l'arginine-195 et l 'histidine-180 au centre du pore, et le 
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filtre de sélectivité étroit créé par les motifs NPA empêche le transport de protons et 
de molécules chargées ou plus grosses que l'eau (Jensen et al., 2005, Kozono et al., 
2002). 
L'aquaporine se présente à la membrane plasmique en état tétramérique où l'un 
des monomères est phosphorylé sur la sérine-256, tel que vérifié pour les AQP 1 à 5 
pour le moment (Yang et Verkman, 1997). Dans les ovocytes, par contre, l'absence 
de phosphorylation n'affecte pas l'adressage à la membrane plasmique (de Mattia et 
al., 2005). D'autres analyses ont démontré que le canal de l'aquaporine possède une 
symétrie sagittale lorsqu'il est enchâssé dans la membrane plasmique, d'où l'idée 
d'un canal bidirectionnel (Ren et al., 2001). Malgré ces similarités entre les canaux à 
eau, certains d'entre eux possèdent d'autres capacités que le transport de l'eau et ont 
été nommées aquaglycéroporines afin de rendre compte du transport additionnel de 
glycérol, d'urée et de certains polyols (Hara-Chikuma et Verkman, 2006). 
1.3.3. Localisation des AQPs du rein permettant la réabsorption 
d'eau 
Des treize aquaporines caractérisées, au moins sept sont présentes dans le rein 
et, plus spécifiquement, dans les néphrons (Nielsen et al., 2002). L' AQP 1 se retrouve 
en abondance dans le tubule proximal et dans l'anse descendante mince, permettant 
la réabsorption efficace de l'eau au niveau du néphron proximal (Nielsen et al., 
1993a, Nielsen et al., 1993b). L'AQP2 se présente dans les cellules principales du 
tubule collecteur où elle assure la fin de la réabsorption de l'eau (Nielsen et al., 
1993a). Sa présence du côté apical, associée à celle sur la membrane basolatérale des 
AQP3 et AQP4, permet le passage de l'eau du filtrat glomérulaire vers le milieu 
interstitiel (Ecelbarger et al., 1995, Terris et al., 1995). Une régulation étroite de 
l'AQP2 permet d'assurer que l'être humain ne se déshydrate pas et préserve une 
osmolarité constante. 
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1.3.4. Structure des aquaporines 
L'AQP2 est une protéine de 271 acides aminés qui présente la même 
morphologie structurale que les autres membres de la famille des aquaporines 
(Schrier et Cadnapaphornchai, 2003). La structure native de l'AQP2 n'a été obtenue 
qu'à une résolution de 4,5 A telle qu'analysée par microscopie de force atomique 
(Schenk et al., 2005). Toutefois, Schenk et al. (2005) ont superposé la séquence 
peptidique et la densité électronique de l' AQP2 sur la structure cristalline de l' AQP 1 
(figure lA). Cette technique a permis d'observer une grande similitude entre le 
placement des différents éléments de la structure. Malgré une homologie de séquence 
de 47 %, les canaux ont un squelette carboné se superposant sans encombrement 
stérique. Suite à cette superposition des séquences, le modèle 3D obtenu in silico 
semble démontrer que l'AQP2 a les motifs NPA et traverse la membrane six fois, au 
même titre que l'AQP1. 
(a) 
Figure lA. Carte tridimensionnelle hypothétique de l'aquaporine-2 (d'après Schenk 
et al., 2005). 
(a) Deux monomères d'AQP2 sont représentés en pourpre, un de la couche du dessus 
et l'autre du dessous. En cyan, le squelette de carbone alpha de l' AQP 1 est superposé 
au modèle présenté. La densité acceptée des chaînes latérales de l' AQP 1 est 
représentée en rouge. La zone agrandie offre une vue rapprochée de ces chaînes 
latérales. (b) Les fragments hélicaux de l'AQP2 visibles en (a) sont de couleur rouge 
et pairés aux hélices, en cyan, de l' AQP 1. Les échelles horizontales représentent 10 
Â. 
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Vu l'homologie démontrée entre les protéines de la famille des aquaporines par 
la présence des mêmes motifs, les séquences représentant les AQPO à 6, à 
l'exception de l'AQP3, on été alignées afin d'observer le degré d'homologie de part 
et d'autre des acides aminés D150 et G196 qui sont mutés dans l'étude subséquente. 
Les 7 AQPs ne faisant pas partie de l'alignement étaient des aquaglycéroporines qui 
n'avaient pas les deux sections NPA ou n'avaient pas les régions présentées à la 
figure 1.5 conservées. Les aquaporines sont présentées dans leur ordre d'homologie 
avec la séquence d'AQP2 sur la première ligne. Pour l'acide aminé Dl50 de l'AQP2, 
qui représente D158 pour l'AQPl, il Y a présence de cet acide aminé chez les autres 
aquaporines et même les quelques acides aminés avant et après sont pratiquement 
identiques, ce qui démontre une grande homologie de cette séquence. Cette 
homologie n'est pas observable pour l'AQP3 ou les AQP7 à 12. En amont du G196, 
il yale motifNPA qui est une région très conservée dans toutes les AQPs. L'acide 
aminé G 196, lui, n'est pas très bien conservé, à savoir que l' AQP 1 présente une 
histidine et que l'AQP5 présente une asparagine. La région proche du G 196 est assez 
bien conservée avec une grande présence d'acides aminés non-chargés et une section 
en aval de cet acide aminé, la glycine, qui est très similaire d'une AQP à l'autre. Les 
AQPs partagent aussi le fait qu'elles se présentent à la membrane sous forme 
homotétramérique comme l'ont démontré des études de microscopie de force 
atomique de l'AQP2 et des études cristallographiques sur l'AQPl (Bai et al., 1996). 
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150 196 
AQP2 ... QLVLCIFAST RRGENPGTP ... SMNPARSLAPAVVTrKFD-DHWVFWIGP ... 
AQP5 ... QLALCIFAST ~RRTSPVGSP ... SMNPARSFGPAVVt>!1N RFSPAHWVFWVGP ... 
AQP6 ... QLVLCVFAST SRQTS--GSP ... SMNPARSFGPAI II KFT-VHWVFWVGP ... 
AQPO '" QFVLCIFATY ERRNGQLGSV ... GMNPARSFAPAILT NFT-NHWVYWVGP ... 
AQPl ... QLVLCVLATT pRRRDLGGSA ... GINPARSFGSAVIT NFS-NHWIFWVGP ... 
AQP4 ... QLVFTIFASC SKRTDVTGSI ... SMNPARSFGPAVlt>! NWE-NHWIYWVGP ... 
Figure 1.5. Alignement de séquence des aquaporines. 
Les séquences des aquaporines AQPO à AQP6 sont présentées à l'exception de 
l'AQP3 dont l'homologie de séquence est trop faible pour ces zones. L'alignement 
de séquence compare les acides aminés D 150 et G 196 de l' AQP2 par rapport aux 
autres aquaporines ainsi qu'une dizaine d'acides aminés en aval et en amont de ces 
derniers. 
1.3.5. Synthèse et ciblage de l'AQP2 
Après synthèse et enchâssement membranaire dans le RE, l'AQP2 reçoit le 
polysaccharide Glucose3Mannose9N-acétyl-glucosamine2 sur le résidu asparagine-
123 et s'assemble en homotétramère. L'AQP2 est la seule aquaporine à posséder ce 
site consensus de glycosylation en Asparaginel23-X-Tyrosine125 où l'asparagine-l23 
est glycosylée (Bai et al., 1996). Ce canal à eau chemine ensuite jusqu'à l'appareil de 
Golgi. Dans cette organelle, le sucre riche en mannose se voit modifié en sucre 
complexe de plus d'une douzaine de kilodaltons selon un processus peu étudié (Bai 
et al., 1996). Cette glycosylation ne s'applique qu'à 25 % des AQP2 traversant le 
réseau golgien, c'est-à-dire l'équivalent d'une sous-unité du tétramère (Baumgarten 
et al., 1998, Hendriks et al., 2004). Le passage de l'appareil de Golgi vers la 
membrane plasmique requiert cette glycosylation. Avant l'acheminement à la 
membrane, les AQP2 résident dans des vésicules sous-membranaires nommées 
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Basolateral 
Figure 1.6. Représentation schématique d'une cellule principale du canal collecteur 
rénal et des éléments qui conduisent à la réabsorption transcellulaire de l'eau. 
(d'après Bichet, 2006a). 
D'autres fonctions importantes de cette cellule, en particulier la réabsorption sodée 
par l'intermédiaire du canal épithélial sodique et sa régulation par l'aldostérone ne 
sont pas représentées (voir Bonnardeaux et Bichet, 2004). Le récepteur V2R à la 
vasopressine lie la vasopressine circulante sur le côté basolatéral de la cellule et 
induit la formation d'adénylate cyclase par l'intermédiaire d'une protéine G 
trimérique. La phosphorylation de différents effecteurs induit la fusion à la 
membrane de vésicule endocytaires portant les aquaporines-2. Les microtubules et 
les filaments d'actine facilitent le mouvement des vésicules porteuses d'aquaporine 2 
à la membrane. En présence de vasopressine, la membrane luminale devient 
perméable à l'eau, l'eau quitte la cellule par les aquaporines 3 et 4 exprimées 
constitutionnellement au niveau de la membrane basolatérale. L'eau suit les 
caractéristiques de tonicité environnantes: la lumière tubulaire est hypotonique 
(beaucoup de molécules d'eau par unité de volume), l'interstitium est hypertonique 
(peu de molécules d'eau par unité de volume). En l'absence de vasopressine, les 
vésicules endocytaires contenant les AQP2 sont récupérées par endocytose dans un 
compartiment sous-endothélial. 
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L'AQP2 est présente uniquement à la membrane apicale des cellules 
principales du tubule collecteur. Dans le rein, l'eau traverse le glomérule librement et 
n'est récupérée qu'à 80 % par l'AQPl au niveau du tubule proximal (Schafer, 1990). 
Ainsi, au niveau du tubule collecteur, l'AQP2 doit concentrer l'urine afin d'éviter la 
déshydratation corporelle. Placée au niveau apical, elle laisse passer l'eau qui 
traverse ensuite les AQP3 et AQP4 situées du côté basolatéral de ces mêmes cellules 
(figure 1.6). L'absence de l'AQP2 à la membrane apicale de souris knock-out pour 
ce gène mène à la mort des souris en bas âge (Rojek et al., 2006). 
1.3.6. Régulation par l'A VP 
Les tétramères d'AQP2 localisés dans les agrégaphores se rendent à la 
membrane apicale sous l'influence de l'A VP (Nielsen et al., 1995). L'action de 
l'A VP sur le récepteur V2R présent à la membrane basolatérale active une cascade 
intracellulaire (Robben et al., 2006). Suite à l'activation du V2R, il y a stimulation de 
l'adénylate cyclase (AC) via les protéines G j , ce qui mène à une augmentation 
d'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) intracellulaire permettant une 
activation de la phosphorylase kinase A (PKA) et la phosphorylation de l' AQP2 sur 
la sérine-256 (Brown, 2003, Katsura et al., 1997). Cette phosphorylation exercée par 
la PKA est essentielle pour l'attachement et l'incorporation des agrégaphores à la 
membrane plasmique (figure 1.6) (Lande et al., 1996). 
1.3.7. Diabète insipide néphrogénique 
Le DIN fait partie d'un désordre rénal inclus dans la famille des diabètes 
insipides. Ces derniers sont associés à une incapacité à concentrer les urines et par 
une polyurie, troubles qui se traduisent par une diurèse anormalement élevée (> 30 
ml/kg/jour) et par une faible osmolarité urinaire « 250 mmollkg) comparativement à 
un individu normal (> 500 mmol/kg) (Bichet, 2006b, Walmsley et Koay, 1996). 
Le DIN est observé lorsqu'un patient ne peut créer un gradient 
corticomédullaire rénal, ceci se traduisant par un état pathologique soit héréditaire, 
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soit acqUIs (Bichet et Zellweger, 2004). Pour la forme acqUIse, il s'agit 
majoritairement de modifications pathologiques qui apparaissent dans la vie d'un 
patient consécutivement à des traitements au lithium ou à une hypokaliémie 
(Frokiaer et al., 1996, Marples et al., 1995, Timmer et Sands, 1999). En ce qui a trait 
à la forme héréditaire, 90 % des symptômes sont reliés au gène du récepteur à la 
vasopressine V2 (A VPR2) , un gène codant pour le V2R et situé sur le chromosome X 
(Bimbaumer et al., 1992). Les autres mutations faisant intervenir l' AQP2 empêchent 
le passage d'eau lors d'études in vitro et, in vivo, ne permettent pas la génération du 
gradient interstitiel corticomédullaire (Robben et al., 2006). 
Lorsque le gène fautif est l'AVPR2, les cellules principales du tubule collecteur 
sont insensibles à l'action de l'AVP (Robben et al., 2006). Ceci se traduit chez un 
patient par une incapacité à concentrer ses urines suivant l'administration d'A VP 
(Bichet et al., 1992). 
Le gène de l'AQP2, situé sur le chromosome 12 au locus 12ql3, procure un 
phénotype récessif à 35 des 41 mutations connues à ce jour qui mènent au DIN 
(Robben et al., 2006). Contrairement aux p~tients sains, les patients dont les allèles 
du gène sont mutés n'excrètent pas d'AQP2 dans leur urine. Dans le cas des 
mutations récessives, les AQP2 sont absentes tant dans les vésicules sous-
membranaires qu'à la membrane plasmique lors de la présence d'AVP. Pour les 
mutations autosomales dominantes, elles vont se présenter seulement sur un allèle. 
Malgré les modifications de séquences, le transport d'eau des hétérotétramères ainsi 
que l'adressage de l'AQP2 sauvage (AQP2-wt) ne sont pas modifiés. Toutefois, 
quelques mutations démontrent un mauvais adressage des tétramères et ils se 
retrouvent alors dans les endosomes tardifs (Robben et al., 2006). 
1.3.8. Mutations de l'AQP2 
1.3.8.1. Destinée des mutants de l'AQP2 
Les mutations sur le gène codant pour l' AQP2 ont été décrites par Deen et al. 
(1995) comme étant la cause du DIN autosomique puisque autant les hommes que 
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les femmes en sont atteints. Chacune des 41 mutations du gène d'AQP2 déjà 
recensées procure un phénotype du DIN variant de minime à sévère (figure 1.7). 
Parmi les mutants de l'AQP2 qui sont fonctionnels lors de leur expression dans des 
modèles cellulaires in vitro, bien que causant le DIN chez les patients chez qui on les 
retrouve, 7 sont à caractère dominant (721delG, 727delG, R254L, 763-772del, 
E258K, 779-780insA et 812-818del) et les 2 autres à caractère récessif (A147T et 
P262L). Les 32 autres mutations connues sont associées à une Pf réduite face au type 
sauvage (Robben et al., 2006). 
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Figure 1.7. Représentation schématique de la structure secondaire de J'AQP2 (d'après 
Bichet, 2006c). 
En rouge sont représentés les acides aminés mutés décrits dans la littérature (41 
mutations). Deux flèches rouges ( .... ) ont été ajoutées pour situer les mutations de la 
présente étude (AQP2-D 150E et -G 196D). 
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Les mutations récessives présentent des trafics intracellulaires différents de 
ceux de la forme sauvage. En effet, ces mutations engendrent souvent un mauvais 
repliement de la protéine, ce qui se traduit par un adressage inadéquat qui achemine 
les protéines mutantes vers la dégradation ou les maintient liées au système des 
chaperonnes dé;lns le RE (MaIT et a1., 2002a). Les mutants à caractère DIN récessif ne 
multimérisent pas avec l' AQP2-wt (Shi et a1., 2007). Les mutations dites dominantes 
négatives de l' AQP2 rendent compte du fait que l 'hétérotétramérisation en présence 
de protéine mutante séquestre la forme sauvage dans la cellule (Kamsteeg et al., 
1999). Un dernier type de dominance pour les mutations de l'AQP2 est la possibilité 
d'acheminer la forme AQP2-wt à la membrane basolatérale au lieu de la membrane 
apicale de cellules polarisées (Kamsteeg et al., 2003). Les mutations causant un DIN 
dominant se localisent dans la portion C-terminale qui est nécessaire à l'insertion 
dans la membrane apicale de par la présence de phosphorylation en position 256, des 
acides aminés asparagine-220 à sérine-229 et d'autres régions de la séquence C-
terminale (Robben et al., 2006, Shi et al., 2007). 
Une étude de Hirano et al. (2003), portant sur 2 mutants, AQP2-T126M et -
E258K, a évalué la dégradation de ces protéines. Les 2 mutants, qui sont séquestrés 
dans l'appareil de Golgi mais peuvent se rendre à la membrane plasmique sous 
forme glycosylée ou non, sont rapidement dégradés par le protéasome. L'étude tend 
aussi à démontrer que le mutant E258K n'est pas seulement retenu dans l'appareil de 
Golgi mais est aussi dégradé dans le lysosome en passant par les endosomes tardifs. 
Une autre étude a démontré, sur cellules rénales de chien Madin-Darby (MDCK; 
Madin-Darby canine kidney ce lIs) en culture exprimant l'AQP2, que l'absence 
d'A VP (ou de forskoline) favorisait une ubiquitination de l'AQP2 (Kamsteeg et al., 
2006). L'ubiquitine, qui est ajoutée sur LYS270, permet l'endocytose du pore à eau et 
sa dégradation subséquente par le lysosome. L'AQP2 nécessite d'être ubiquitinée 
pour être endocytée (Kamsteeg et a1., 2006). Chez un patient atteint de DIN, l'AQP2 
n'est pas excrétée dans l'urine si la mutation empêche la protéine de quitter le RE 
(lolascon et a1., 2007). De plus, lorsque séquestrées dans le RE des cellules rénales, 
les AQP2 mutantes ne sont pas stimulées en présence de forskoline (Iolascon et a1., 
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2007). Les mutants tels que AQP2-P262L, AQP2-A 190T et AQP-RI87C résidant 
dans des vésicules sous-membranaires et envoyés à la membrane lorsque analysé 
dans des ovocytes de Xenopus laevis, ne se rendent pas mieux à la membrane apicale 
chez le patient atteint (Robben et al., 2006, Shi et al., 2007). Certaines mutations 
avec déplacement du cadre de lecture de + 1 vont être synthétisée et se rendre dans 
les endosomes/lysosomes sans toutefois se rendre à la membrane apicale (Kuwahara 
et al., 2001, MaIT et al., 2002b). 
1.3.8.2. Mutants AQP2-D150E et AQP2-G196D 
Les mutations AQP2-0 150E et -G 1960 ont été identifiées chez une patiente 
d'origine espagnole née en 1999 et atteinte de polyurie sévère accompagnée 
d'épisodes de déshydratation hypematrémique à 3, 5 et 8 mois. Cette patiente 
présente une osmolarité urinaire basale de 77 mmol/kg et un génotype hétérozygote 
où un allèle possède la mutation AQP2-DI50E, et l'autre allèle AQP2-GI96D. 
Lorsqu'exprimé dans des ovocytes, le mutant AQP2-DI50E injecté à raison de 10 ng 
a une fonctionnalité partielle, présentant une perméabilité à l'eau beaucoup moins 
grande que le type sauvage injecté à raison de 1 ng (figure 1.8 AQP2-wt), tandis que 
le mutant G196D n'a pas une perméabilité à l'eau significativement différente de 
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Figure 1.8. Pennéabilité à l'eau des ovocytes exprimant les fonnes native et mutées 
de l'aquaporine-2 (d'après Guyon, 2004). 
Les valeurs de Pf représentent la moyenne des pennéabilités à l'eau mesurée sur 10-
20 ovocytes exprimant l'AQP2-wt (l ng), les mutants AQP2-0150E (10 ng) ou 
AQP2-G 1960 (lOng) et injectés à l'eau (ctrl). Par comparaison aux ovocytes non-
injectés, l'AQP2 augmente fortement (p < 0,001) la Pf de l'ovocyte. La Pf de 
l'ovocyte exprimant le mutant AQP2-0150E est 2 fois plus faible que celle de 
l'AQP2-wt. Cependant, la présence du mutant G 196D ramène la Pf des ovocytes au 
même niveau que celle des contrôles non-injectés. 
1.4. Régulateur de conductance transmembranaire de la 
fibrose kystique (CFTR) 
1.4.1. Caractéristiques du CFTR 
Le CFTR est un canal faisant partie de la superfamille des transporteurs de type 
ATP-binding cassettes, une grande famille de récepteurs rassemblant 
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majoritairement des transporteurs (figure 1.9) (Riordan et al., 1989). Sa fonction 
première est de permettre le passage de chlore sous régulation d'une liaison d'A TP à 
des domaines à liaison de nucléotide (NBD; nucleotide-binding domain). Ce canal 
chlore est majoritairement localisé à la membrane apicale des cellules épithéliales du 
poumon où, lorsque muté, il est la cause de la fibrose kystique (Rowe et al., 2005). Il 
est aussi présent dans le tractus digestif, les testicules et les canaux sudoripares 
épidermiques. La fonction assurée par le canal est le transport ionique transépithélial 
et le mouvement de fluides (Li et al., 2004, Riordan et al., 1989r La protéine CFTR 
présente deux domaines traversant la membrane chacun étant constitué de six 







Figure 1.9. Représentation schématique du CFTR (d'après Loo et al., 2005). 
La protéine se compose de deux domaines qui lient les nucléotides entre les passages 
transmembranaires 6 et 7 (NBD l, Nucleotide Binding Domain 1) et à la partie C-
terminale (NBD2, Nucleotide Binding Domain 2). Présent entre les boucles 6 et 7 du 
canal se trouve aussi le domaine régulateur (R). Les boucles 1 à 6 et 7 à 12 traversent 
la membrane (membrane-spanning domains). Au niveau du NBDI se trouve la 
mutation ~F508. 
La présence du canal CFTR dans la membrane des cellules épithéliales qui 
tapissent l'appareil respiratoire aide à l'hydratation des poumons et de la couche de 
mucus qui les recouvre. Pour moduler le niveau d'eau dans les poumons, ce canal 
contrôle les flux de chlore sous régulation de l' AM Pc ainsi que le transport de fluides 
à travers la membrane plasmique (Loo et al., 2005). Malgré un nombre élevé 
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d'études effectuées sur le canal CFTR, bien peu de choses sont connues quant à sa 
structure quaternaire, comme par exemple la question de savoir si il se multimérise 
ou non avant d'atteindre la membrane plasmique (McCarty, 2000, Yue et al., 2000, 
Zerhusen et al., 1999). Un autre point nébuleux dans le fonctionnement du canal est 
son mécanisme d'ouverture, à savoir lequel des 2 domaines NBD lient l'A TP et 
quelle importance à l'hydrolyse d'A TP puisque des nucléotides non-hydrolysables 
ont la capacité d'ouvrir le canal (Aleksandrov et al., 2000, Aleksandrov et al., 2002). 
Toutefois, des calculs d'énergie de fermeture du canal sont compatibles avec une 
absence d'hydrolyse nucléotidique (Riordan, 2005). L'activation du canal a 
cependant été démontrée nécessiter la phosphorylation du domaine régulateur par la 
PKA (Frizzell et al., 1986, Gadsby et al., 1995). L'activation a aussi pu être associée 
à l'élévation d'AMPc (augmentant la phosphorylation du CFTR par la PKA), 
l'inhibition de l'activité phosphatase et l'interaction directe de l' AMPc avec le canal 
(Schultz et al., 1999). Les activateurs mis en évidence dans les études 
électrophysiologiques sont habituellement la forskoline et la 3-lsobutyl-l-Méthyl 
Xanthine (IBMX), tandis que la glibenclamide agit comme inhibiteur en bloquant le 
pore du canal en position ouverte (Thiagarajah et V e rkm an , 2003). D'autres 
mécanismes de régulations du CFTR mettent en jeu sa liaison à d'autres protéines 
par son motif de type densité postsynaptique/disque large de la drosophile/Zona 
Occludens (PDZ; PSD-95/DIgiZO-l; PostSynaptic Density/Drosophila discs-
large/Zona Occludens), motif assurant la signalisation cellulaire ou l'adressage chez 
les protéines (Naren et al., 2003). 
1.4.2. Mutations du CFTR 
La fibrose kystique est une maladie autosomique récessive dans laquelle le 
gène du CFTR est muté, ce qui se traduit par une pneumopathie chronique, une 
insuffisance pancréatique, un taux de chlore élevé dans le sang et l'infertilité 
masculine (Ribeiro, 2006). À ce jour, il y a plus de mille mutations connues dans le 
gène du CFTR qui mènent à une forme autosomale récessive de la fibrose kystique. 
La majorité des patients affectés par ces mutations synthétisent des protéines qui sont 
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dégradées rapidement après avoir échoué au contrôle de qualité (Cheng et al., 1990, 
Rosenberg et al., 2004). Bien qu'une partie de ces mutants et le type sauvage du 
CFTR vont atteindre une confonnation native, le pourcentage des canaux cr qui 
quittent le RE est d'environ 20 % pour le type sauvage et 0 % pour la fonne mutante 
de la protéine (Xiong et al., 1997). Des études de blocage du protéasome ont pennis 
de découvrir que c'est un défaut de repliement ou d'adoption de fonne native dans le 
RE qui empêche l'acheminement de CFTR à son lieu d'adressage (Jensen et al., 
1995, Ward et Kopito, 1994, Ward et al., 1995). 
1.4.3. CFTR-AF508 
Panni les mutations recensées, le CFTR-L\F508 est associé à une fonne sévère 
de la fibrose kystique. Cette mutation est particulièrement courante puisque portée 
sur au moins un allèle chez 90 % des patients atteints. Elle est causée par l'absence 
de 3 paires de bases codant pour une phénylalanine, ce qui empêche la protéine de 
quitter le RE (Cheng et al., 1990). Lorsqu'exprimée dans des ovocytes à une 
température d'incubation de 18°C, la protéine mutée se rend très faiblement à la 
membrane tandis qu'elle ne s'y rend pas dans des lignées cellulaires humaines. Ce 
canal mutant, bien qu'il s'affiche à la membrane plasmique, ne présente pas l'activité 
de transport de chlore activé par l' AMPc intracellulaire que le type sauvage 
démontre dans les ovocytes (Drumm et al., 1991). La rétention dans le RE vient du 
fait que le CFTR-L\F508 reste associé avec la protéine sensible aux chocs thenniques 
hsp70 et la CNX, ce qui empêche la protéine mutée de cheminer plus avant tant que 
le repliement ne correspond pas à celui de la fonne native de la protéine (Kopito, 
1999, Pind et al., 1994, Yang et al., 1993). Cependant, l'existence d'osmolytes 
compatibles, présents au niveau du rein mais absents dans le poumon, pennet à la 




1.5.1. Structure et famille des inositols 
Les composés de la famille des inositols sont connus depuis plus de 150 ans et 
le myo-inositol a été nommé ainsi dû à son isolement premier des muscles (où myo 
signifie muscle en grec). Cette famille de composés est de type carbohydrate en 
raison de leur ressemblance au glucose (formule empirique C6H12Û6) et, aussi, de 
leur forme cyclohexanehexol. En 1894, Bouveault a établi que cette famille de 
composées comprenait un minimum de sept énantiomères; toutefois, sa classification 
n'a pas tenu compte de tous les énantiomères puisqu'il y en a en fait 9. Le 
stéréoisomère le plus important dans le corps humain est le myo-inositol, le 
deuxième en abondance est le O-chiro-inositol tandis que les autres n'y sont présents 
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Figure l.1O. Structure des stéréoisomères de l 'inositol (d'après Moris, 2006). 
Les 9 stéréoisomères sont présents dans la nature mais seul le myo-inositol et le 0-
chiro-inositol sont présents chez l'humain. Sous cette forme, les stéréoisomères sont 
présents en très faible concentration comparativement à leurs formes esters. 
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1.5.2. Absorption et synthèse 
1.5.2.1. Consommation d'inositol 
L'être humain ne peut pratiquement pas souffrir d'un manque de myo-inositol 
puisque son alimentation en est riche. Toutefois, un déficit peut mener à des 
maladies comme le diabetes mellitus et la galactosémie, alors que la carence en myo-
inositol des cellules eucaryotes peut mener à la mort cellulaire (Holub, 1982, lu et 
al., 2004). Autant chez les animaux que chez les végétaux, les inositols sont présents 
soit à l'état libre, soit phosphorylés. La plante donne majoritairement son myo-
inositol à l'être humain sous forme d'acide phytique qui est ensuite dégradé, tandis 
que les poissons, les produits laitiers ainsi que les viandes fournissent le myo-inositol 
sous forme métabolisable ou sous forme de sucre libre (Empson et al., 1991). La 
consommation journalière d'inositol avoisine le gramme par jour (Fisher et al., 
2002). Chez l'être humain, les niveaux de myo-inositol chez l'adulte se situent entre 
4 et 8 mmol/kg tandis qu'un enfant peut voir cette quantité triplée (Stork et Renshaw, 
2005). La circulation sanguine n'en contient qu'une faible partie comparativement au 
liquide céphalorachidien avec des concentrations respectives de 0,03 et 6 mM (Fisher 
et al., 2002, Shetty et al., 1995). 
En ce qui concerne les autres polyols cycliques de la famille des inositols, ils 
sont présents dans la nature sous forme d'esters et, seul, le D-chiro-inositol apparaît 
sous forme de traces chez l'être humain. Ceci vient du fait que la consommation de 
l'être humain inclut les plantes qui présentent du D-chiro-inositol sous forme de 
phytate. 
1.5.2.2. Synthèse et catabolisme des inositols 
Chez l'être humain, les besoins en myo-inositol sont en partie couverts par la 
diète, mais en plus grande partie encore par synthèse dans le rein où le D-glucose-6-
phosphate (G6P) est converti en D-inositol-3-phosphate (BP) qui est ensuite 
déphosphorylé et relargué dans le sang sous forme de myo-inositol libre (Ferrier et 
Middleton, 1993, Fisher et al., 2002, Loewus et Loewus, 1983). Cette valeur peut 
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atteindre 4 g par jour (Sherman et al., 1977). De plus, le phytate que l 'humain ingère 
est transformé en inositol libre sous l'action de phytases, elles aussi ingérées ou 
présentes dans la muqueuse intestinale. Selon les études de Eagle et al. (1960), 
certaines cellules en culture nécessitent du myo-inositol pour leur survie, sans 
toutefois posséder un métabolisme intrinsèque suffisant pour le synthétiser. 
1.5.2.3. Présence au cerveau 
Des études effectuées par Spector (1988) ont déterminé que la barrière 
hématoencéphalique est partiellement perméable au myo-inositol selon un mode de 
transport par diffusion passive et qu'un transport de myo-inositol saturable est 
également présent au niveau de cette barrière, démontrant ainsi que l'acheminement 
au cerveau n'est pas négligeable. Dans le système nerveux central (SNC), les 
niveaux de myo-inositol sont très élevés et la forme majeure qui y est retrouvée est le 
phytate (inositol hexakisphosphate). De multiples sites de liaisons de cette molécule 
ont été répertoriés dans le SNC, ce qui indique que ce composé y effectue de 
nombreuses tâches (Sasakawa et al., 1995). Les concentrations d'inositol atteignent 2 
à 15 mM lorsqu'on évalue le poids sec ou le poids humide du cerveau. Des études 
tendent à démontrer que cet inositol est concentré dans les cellules gliales (Brand et 
al., 1993, Glanville et al., 1989). Par contre, des analyses subséquentes sur animaux 
et corroborées en cultures cellulaires indiquent que l'inositol est retrouvé dans les 
cellules de Purkinje, les neuroblastomes ou dans les cellules granulaires de cervelet 
de rat (Godfrey et al., 1982, Koch et al., 1999, Novak et al., 1999). 
1.5.3. Modes de transports 
1.5.3.1. Les cotransporteurs Na + -myo-inositol (SMIT) 
L'accumulation de myo-inositol au niveau du rein et, en moindre importance, 
au niveau d'autres organes, est assurée par cotransport avec le sodium (Na+). L'acide 
déoxyribonucléique clonai (ADNc) pour le transporteur sodium-myo-inositol SMITI 
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a été cloné à partir des cellules MDCK. La fonction de la protéine issue de ce gène a 
été évaluée dans des ovocytes de Xenopus laevis (Kwon et al., 1992). Le 
cotransporteur SMITI a été localisé dans les lentilles oculaires, le rein, les cellules 
endothéliales et le SN C par hybridation des séquences d' ARN de ces tissus avec 
l'ADNc de SMITI des cellules MDCK utilisé comme sonde (Gamba, 2001). La 
séquence protéique contient 718 acides aminés et 14 passages transmembranaires. 
SMITI est soumis à un contrôle transcriptionnel sensible à la tonicité extracellulaire 
par l'intermédiaire du facteur de transcription liant le promoteur sensible à la tonicité 
(TonEBP; Tonicity-Enhancer Binding Protein) (Burg et al., 1997, Franchi-Gazzola et 
al., 200 1, Miyakawa et al., 1999), qui lie des promoteurs à la tonicité en amont du 
gène. 
Un second transporteur de myo-inositol couplé au sodium (SMIT2) a été cloné 
et injecté dans les ovocytes pour réévaluer sa fonction qui avait été assimilée à celle 
d'un transporteur de glucose (Hitomi et Tsukagoshi, 1994, Roll et al., 2002). Les 
observations subséquentes de Bissonnette et al. (2004) montrent plutôt que le sucre 
transporté est le myo-inositol et que le transporteur réside dans la membrane en 
bordure en brosse (BBM) du rein (Bissonnette et al., 2004). Il est aussi présent au 
niveau du foie, du cœur et du cerveau (Hitomi et Tsukagoshi, 1994, Roll et al., 
2002). 
1.5.3.2. Cotransporteur Ir -myo-inositol (lIMIT) 
Un second type de transporteur a été découvert où le cotransport est activé par 
les protons. HMIT possède 12 segments transmembranaires et est majoritairement 
exprimé au cerveau dans 1 'hypothalamus (Uldry et al., 2001). Ce transporteur 
s'active lorsque le pH extracellulaire diminue et, contrairement à SMITl, est inhibé à 
bas pH. L'expression de HMIT à la membrane dépend de la dépolarisation cellulaire 
et de l'activation de la phosphokinase C (Uldry et al., 2004). Sa fonction spécifique 
supposée aurait à voir avec la régulation du pH au niveau du cerveau. 
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1.5.4. Rôles physiologiques 
1.5.4.1. Besoins nutritionnels et corporels 
Puisque le myo-inositol est présent à bien des endroits dans le corps humain, 
plusieurs rôles lui sont attribués et nous allons en faire une brève description. Ces 
différentes fonctions impliquent aussi bien la fonne libre du myo-inositol que son 
métabolite l'inositol phosphate. 
Ainsi, l'importance de ces molécules est soulignée par le fait qu'un 
dérèglement du métabolisme des inositols mène à diverses maladies. Il a été 
récemment détenniné que le myo-inositol pourrait être impliqué dans les maladies 
bipolaires puisque le lithium, un composé administré aux patients souffrants de 
dépression, agit sur ce métabolisme (Vaden et al., 2001, Williams et Harwood, 
2000). Des résultats de résonance magnétique nucléaire ont d'ailleurs démontré un 
taux de myo-inositol au cerveau plus faible chez des rats traités chroniquement au 
lithium (O'Donnell et al., 2000). À l'état libre, le myo-inositol peut jouer un rôle dans 
des complications de la neuropathie diabétique et du diabetes mellitus (Hansen, 
200 1, Hotta, 1997, Stevens et al., 1993). Bien d'autres maladies ou troubles peuvent 
être liés au métabolisme ou à des fluctuations du myo-inositol et des inositols, ils 
sont revus dans la littérature (Pendaries et al., 2003). 
1.5.4.2. Rôles en tant que molécule signalisatrice et second 
messager 
Afin d'exercer un rôle de signalisation, les données de la littérature indiquent 
que le myo-inositol doit être complexé en inositol-phosphate ou en 
phosphatidy1inositide. Ces composés peuvent agir en tant que seconds messagers 
après avoir été libérés suite à une stimulation en provenance soit de l'extérieur, soit 
de l'intérieur de la cellule, mais plus spécialement l'activation de la phospholipase C 
et la libération d'oxyde nitrique (Rosenbach et al., 1993, Tritsaris et al., 2000, 
Williamson, 1986). Le myo-inositol, en passant par le RE, peut être incorporé dans 
les lipides, les phosphatidylinositols (Stork et Renshaw, 2005). Afin d'éviter à des 
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agents extracellulaires de traverser la membrane plasmique, une cascade 
signalisatrice peut être initiée de l'extérieur de la cellule et se traduire en une relâche 
des inositols membranaires pour propager une action dans la cellule (Zhang et 
Majerus, 1998). Sous forme complexée, le myo-inositol peut agir sur la prolifération 
cellulaire, l'attachement d'enzymes à la membrane plasmique, la mobilisation de 
calcium intracellulaire et les processus synaptiques (Berridge, 1993, Cremona et De 
Camilli, 2001, Cremona et al., 1999, Osborne et al., 2001, Toker et Cantley, 1997). 
Quant à l'inositol-l ,4,5-triphosphate, il peut intervenir dans l'exportation de l'ARNm 
du noyau, la transcription, le remodelage de la chromatine, la modification des 
télomères et la morphologie cellulaire (Odom et al., 2000, Saiardi et al., 2000, 
Saiardi et al., 2005, Shears, 1998, Steger et al., 2003, York et al., 2001, York et al., 
1999, York et al., 2005). 
1.5.4.3. Rôles en tant qu'osmolyte compatible 
Les osmolytes compatibles sont des petites molécules neutres qui réagissent 
peu avec le contenu cellulaire. Dans le cas des cellules de la médullaire rénale, les 
osmolytes compatibles servent à maintenir une osmolarité élevée sans augmenter la 
force ionique afin de ne pas perturber l'équilibre homéostatique de l'eau et les 
processus biochimiques (Ho, 2006). Des molécules comme le myo-inositol, la 
bétaine et la taurine sont utilisées pour conserver l' osmolarité constante dans les 
cellules. Si la cellule venait à être soumise à un milieu hypotonique soutenu, des 
altérations de l'ADN, des arrêts du cycle cellulaire, des inhibitions de traduction 
protéique ou d'autres problèmes cellulaires surviendraient (Ho, 2006). 
Il a été démontré que des mécanismes de transport responsables de leur 
accumulation intracellulaire étaient régulés en fonction de la tonicité extracellulaire. 
D'ailleurs, un facteur de transcription osmorégulateur, TonEBP, lie des éléments de 
réponse à la tonicité sur la séquence d'ADN de certaines protéines en réponse à 
l'hypertonicité (Burg et al., 1997, Ho, 2006). Les gènes ciblés par TonEBP sont, 
dans un premier temps, des transporteurs d'osmolytes utilisés pour rétablir 
l'osmolarité comme les SMIT, le transporteur de bétaine et de glycine BGTI et le 
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transporteur de taurine TauT. Les autres gènes régulés par TonEBP codent pour des 
chaperonnes qui accélèrent l'expression protéique et pour l'AQP2 (Bissonnette et al., 
2004, Burg et al., 1997, Wiese et al., 1996, Yamauchi et al., 1996, Yorek et al., 
1999). 
1.5.4.4. Rôles en tant que chaperonne chimique 
Les chaperonnes chimiques servent à faire face à des environnements néfastes 
pour les cellules ou les protéines. Elles sont utilisées par des organismes procaryotes 
lors du dessèchement de l'organisme ou pour survivre à des conditions extrêmes de 
températures. Pour une chaperonne comme le tréhalose, il peut favoriser la synthèse 
et réduire la dégradation protéique (Crowe et al., 2001). La présence de chaperonnes 
chimiques dans le RE peu réduire le nombre de protéines mal repliées (Amaral, 
2006). C'est cette capacité qui a été découverte pour le myo-inositol. Il a tout d'abord 
été invoqué comme stabilisateur des liens hydrophobes (Back et al., 1979, Gekko, 
1981). Tout récemment, il a été utilisé comme chaperonne chimique pour l'aide au 
repliement protéique, plus précisément du canal CFTR-~F508 (Howard et al., 2003, 
Zhang et al., 2003). 
La mutation ~F508 est la mutation la plus commune du canal chlore CFTR qui 
cause la fibrose kystique. Par observation des patients, le Dr. di Sant'Agnese (1967) a 
remarqué que la sueur contenait de grandes quantités de sels puisqu'il y a 
détérioration des fonctions excrétrices de chlore du poumon causé par l'absence de 
CFTR (Di Sant'Agnese, 1967). Toutefois, les concentrations de chlore et de sodium 
dans l'urine étaient normales (Howard et al., 2003). De ce fait, dans les cellules 
alvéolaires du poumon, le canal cr est non-fonctionnel physiologiquement parce 
qu'il ne se rend pas à la membrane plasmique. Par contre, dans le rein, le ~F508 
conserve ses fonctions de réabsorption de Cr. 
Le mécanisme expliquant cette différence n'ayant toujours pas été élucidé, 
Howard et al. (2003) ont entrepris de le déterminer. Ainsi, ces auteurs se sont 
penchés sur une différence notable entre les 2 organes, à savoir que le rein puisse 
accumuler des osmolytes compatibles au niveau de la médullaire tandis que les 
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cellules pulmonaires ne le peuvent. Leur recherche a tenté d'évaluer si les osmolytes 
pourraient avoir un rôle à jouer dans l'acheminement du mutant ~F508 à la 
membrane plasmique. 
En utilisant des cellules de fibroblastes 3T3, Howard et al. (2003) ont analysé 
l'effet des osmolytes (bétaine, myo-inositol, sorbitol, taurine, triméthylamine N-
oxyde) lorsqu'ajoutés à une concentration de 300 mM au milieu extracellulaire, 
rendant ce dernier hypertonique. Après des mesures en immunobuvardage et en 
électrophysiologie, le groupe a remarqué que le myo-inositol, la taurine, le 
triméthylamine N-oxyde et le sorbitol augmentent la concentration de CFTR-~F508 
dans l'extrait cellulaire total ainsi que la fonction des cellules l'exprimant. Cet effet 
d'augmentation observé par immunobuvardage est accru lorsque la température 
d'incubation cellulaire des cellules 3T3 passe de 37°C à 27°C. Sur des cellules 
épithéliales rénales provenant de tubules collecteurs de la médullaire interne de 
souris (mIMCD3; mouse renal inner medullary collecting duct cells), l'effet est aussi 
obtenu en présence pendant 24 heures d'un milieu extracellulaire contenant du myo-
inositol, du sorbitol ou de la taurine. Toutefois, il est bien plus faible que sur des 
fibroblastes. Des analyses subséquentes sur des cellules mIMCD3 ont aussi prouvé 
que le S-nitrosoglutathione agissait comme osmolyte ayant un effet sur 
l'augmentation de fonctionnalité du mutant. L'étude suggère donc que c'est la 
présence d'osmolyte qui permet la sauvegarde du mutant défectueux plutôt que 
l'hyperosmolarité engendrée lors de l'ajout des osmolytes. 
En faisant la même hypothèse que Howard et al. (2003), mais en modifiant 
l'expérience, Zhang et al. (2003) ont également tenté de récupérer le mutant CFTR-
~F508 en diminuant les concentrations d'osmolytes extracel1ulaires utilisées puisque 
la présence de cotransporteurs devrait permettre aux osmolytes de pénétrer et de 
s'accumuler dans le cytosol. Pour analyser J'effet des osmolytes sur le CFTR-~F508, 
les études en immunobuvardage suite à une immunoprécipitation ont utilisé la 
propriété du canal CFTR à présenter 2 bandes, soient la bande B, immature et non-
fonctionnelle, et la bande C, mature et de plus haut poids moléculaire (Zhang et al., 
2003). En analyse sur des cellules de l'épithélium bronchique humain (lB3; human 
bronchial epithelial cell) ont été testés les osmolytes que sont le myo-inositol (l0 
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mM) et le glycérol (1 mM), ainsi qu'une séquence d'osmolytes représentée par du 
myo-inositol (10 mM) suivi de bétaine (10 mM) suivi de taurine (10 mM) sur une 
période de 48 heures. Dans les trois conditions, il y a une augmentation des bandes B 
et C du CFTR-~F508 qui traduit un accroissement de la protéine synthétisée. De 
plus, le rapport des bandes C/B est significativement plus élevé que dans les 
contrôles, ce qui indique un affichage membranaire accru de la protéine mutée. Pour 
détenniner si le mutant avait également une durée de vie plus longue, les expériences 
précédentes ont été répétées en utilisant la séquence d'osmolytes préalablement 
mentionnée qui a été ajoutée à des cellules transfonnées de rein de singe (COS-7; 
culture of transfonned monkey kidney cells) exprimant un variant couplé à la 
protéine fluorescente verte (Green Fluorescent Protein; GFP) des CFTR-wt et -
~F508. Cette fois encore, les osmolytes peuvent augmenter le rapport CIB et ainsi 
promouvoir une augmentation de la fonne fonctionnelle de la protéine. En outre, un 
marquage bref des protéines nouvellement synthétisées en présence de méthionine 
S35, suivi d'une chasse de traceur radioactif à temps variables, démontre que la 
présence d'osmolytes durant 48 h augmente de 2 heures la durée de vie du CFTR-
~F508 sous ses fonnes mature et immature. Ils ont testé la turbidité par diffraction de 
la lumière afin de détenniner la stabilité des NBDI de la fonne sauvage et mutante. 
La mesure de turbidité évaluée à 400 nm donne un aperçu du degré d'agrégation 
d'une protéine. Cette expérience a pennis d'observer que le NBDI a une plus grande 
stabilité lorsque le myo-inositol est présent. En dernier lieu, des analyses en 
immunobuvardage couplées à des tests fonctionnels confinnent que la présence de 
10 mM de myo-inositol augmente bien l'activité des canaux CFTR-~F508 activés en 
présence de 1 mM ATP + 75 nM PKA. Ces dernières études ont de plus mis en 
évidence que la présence d'osmolytes active un canal associé au CFTR, le canal cr à 
rectification sortante ORCC (Outwardly Rectifying cr Channel) (Zhang et al., 
2003). 
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1.6. Hypothèses et objectifs 
Tel que discuté ci-dessus, les mutations de l'AQP2 DI50E et G196D sont 
présentes chez un même patient qui souffre de polyurie, une conséquence du DIN. 
Est-il possible, à l'aide de composés chimiques ou de techniques biochimiques, de 
régler ou tout au moins d'améliorer la condition de ce patient en tentant de cibler 
spécifiquement ces mutants et de les forcer à exercer leur transport d'eau? 
Le mutant du canal chlore CFTR-~F508 est reconnu pour être peu actif à la 
membrane des cellules alvéolaires des poumons alors qu'il est fonctionnel au niveau 
des cellules rénales (Howard et al., 2003). Cette observation a mené l'équipe de 
Howard et al. (2003) à tenter de comprendre par quel moyen le mutant du CFTR peut 
se rendre à la membrane des cellules rénales. Suite aux expériences décrites dans 
l'introduction, Howard et al. (2003) ont pu déterminer que c'est la présence 
d'osmolytes compatibles, présents en abondance dans le rem malS pas dans le 
poumon, qui permet un sauvetage de la protéine mutée en favorisant son affichage 
membranaire au détriment de sa rétention intracellulaire au niveau des systèmes de 
contrôle de qualité qui l'orientent vers la voie de dégradation. Des études 
subséquentes de Zhang et al. (2003) ont déterminé que l'ajout de myo-inositol à des 
cellules tumorales IB3 exprimant le CFTR-~F508 jouait le même rôle. Ces résultats 
s'ajoutent à ceux réalisées sur des AQP2 mutées qui ont montré que les osmolytes 
compatibles, grâce à leur pouvoir de facilitateurs du repliement protéique, permettent 
d'acheminer correctement les protéines à la membrane plasmique (Tamarappoo et 
Verkman, 1998). 
Dans la présente étude, nous avons fait l 'hypothèse que le myo-inositol 
pourrait favoriser une insertion membranaire plus grande des protéines AQP2-
D150E et AQP2-G196D mutantes, de la même façon que le myo-inositol avait agi 
sur CFTR-~F508 (Howard et al. , 2003, Zhang et al., 2003). 
Pour examiner si le myo-inositol permet le sauvetage des AQP2 mutées 
lorsqu 'exprimées dans des ovocytes de Xenopus laevis, nous nous sommes fixés les 
objectifs spécifiques suivants. Dans un premier temps, nous avons étudié la capacité 
du myo-inositol à stimuler l'expression membranaire et la fonctionnalité des mutants 
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d'AQP2 en fonction de son lieu d'action intra- ou extracellulaire. L'accès du myo-
inositol au cytosol des ovocytes a été favorisé par la coexpression de son transporteur 
spécifique SMIT2. Par la suite, nous avons évalué la spécificité (autre types 
d'inositols) et la sensibilité en évaluant la dose effective médiane (ED50) du myo-
inositol sur l'expression membranaire de différentes formes mutantes de l' AQP2. La 
spécificité du myo-inositol a aussi été analysée en fonction de son effet sur une 
protéine complètement différente des aquaporines, le CFTR-~F508. 
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2. Matériel et méthodes 
2.1. Synthèse des ARNc mutés 
Au vecteur pT7Ts-wt-AQP2, gracieusement obtenu du Dr. Peter Deen (Centre 
Médical Nijmegen, Université Radboud), ont été incorporées des mutations 
ponctuelles par mutagénèse dirigée. Les plasmides mutants sont synthétisés à l'aide 
d'amorces contenant les mutations AQP2-D150E (sens: 5'-CCTCCACCGAAGAG-
CGCCGCG-3' et anti-sens : 5'-CGCGGCGCTCTTCGGTGGAGG-3') et AQP2-
G196D (sens 5'-GTCGTCACTGACAAA TTTGA TG-3' et anti-sens : 5'-
CA TCAAA TTTGTCAGTGACGAC-3'). Un séquençage subséquent démontre bien 
que la mutation désirée est bien présente dans les vecteurs AQP2-D 150E et AQP2-
G196D. Les plasmides sont ensuite linéarisés à l'aide de l'enzyme de restriction Sail 
(New England Biolabs, Ipswich, MA) à 37°C au cours de la nuit. Pour obtenir 
l'acide ribonucléique clonaI (ARNc), la transcription de l'ADN a été produite par la 
trousse T7 RNA polymérase (Promega, Madison, WI) en utilisant le protocole fourni 
par le manufacturier. Le produit réactionnel final est purifié avec de l'éthanol froid, 
puis séché et resuspendu dans de l'eau autoclavée. L'intégrité de la séquence de 
l'ARNc synthétisé a été testée sur gel d'agarose et la concentration établie par 
dosage de l'ARNc. 
2.2. Préparation et conservation des ovocytes 
Xenopus laevis, grenouille sud-africaine utilisée en laboratoire, produit des 
ovocytes d'environ 1 millimètre de diamètre. Arrivés à leur stade mature (stade V-VI 
selon Dumont et al. (1978)), ils sont employés pour des analyses d'expression 
protéique. L'avantage des ovocytes sur les autres modèles, tel la cellule en culture ou 
la levure, pour l'étude des protéines tient dans le fait que l'ovocyte est de grande 
taille, facilitant sa manipulation et son observation. Aux stades V-VI, l'ovocyte 
exprime peu de protéine dû au fait que la machinerie métabolique est prête à la 
synthèse de protéines de nova suivant la fécondation. Donc, l'expression d'ADN ou 
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d'ARN injecté est maximisé face à l'expression intrinsèque de l'ovocyte (Brown, 
2004, Wagner et al., 2000). 
Afin d'extraire les ovocytes, les grenouilles sont tout d'abord anesthésiées avec 
de la tricaine (4 g dans 3 1 d'eau) pendant approximativement 20 minutes. 
Lorsqu'endormies, le réflexe moteur peut être évalué en pinçant une patte tout en 
observant si l'amphibien réagit par rétraction. Couchée sur le dos sur une couche 
jetable placée sur de la glace, une grenouille reste endormie durant toute la 
procédure. Tout d'abord, il faut désinfecter le ventre puis effectuer une incision d'un 
centimètre de longueur avec une lame stérile à 0,5 cm à droite ou à gauche de la 
ligne médiane de l'abdomen. Suite à cette coupure de la peau, une seconde incision 
doit être pratiquée au travers du muscle abdominal pour rendre les ovaires 
accessibles. Il suffit alors d'extraire les ovocytes contenus dans un lobe ovarien à 
l'aide de pinces recourbées non-dentées. Ces paquets d'ovocytes recouverts de 
cellules folliculaires sont ensuite déposés dans une boîte de Pétri contenant une 
solution de Barth (voir composition plus bas) pour en isoler les ovocytes par 
balayage des paquets folliculaires à l'aide de pinces recourbées. De la grenouille est 
extraite la quantité voulue d'ovocytes avant de replacer le lobe ovarien dans la 
grenouille. La plaie ouverte est ensuite désinfectée avec des serviettes antiseptiques 
(chlorure de benzalconium) et recousue avec du fil de soie en faisant des points de 
suture chirurgicaux liant les lèvres de la plaie et de l'entaille dans le muscle 
abdominal. De 3 à 4 opérations peuvent être faites sur une même grenouille en 
s'assurant de laisser un intervalle d'au moins un mois entre chaque opération pour 
que la plaie de l'opération précédente ait le temps de se cicatriser. 
Des ovocytes isolés, nous ne prenons que ceux ayant atteint le stade V de 
maturation (1 mm de diamètre) afin d'obtenir une expression optimale et une faible 
activité intrinsèque de l'ovocyte. Après ce tri, la défolliculation enzymatique est 
effectuée en plaçant les ovocytes dans une solution de Barth sans calcium avec de la 
collagénase (1,625 mg/ml) sur une plaque tournant à basse vitesse pendant environ 1 
heure. Un lavage avec un milieu de Barth sans calcium permet ensuite d'éliminer une 
grande quantité de membranes folliculaires. Les ovocytes sont finalement conservés 
dans un milieu de Barth avec sérum maintenu à 18°C où ils restent jusqu'à leur 
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utilisation. Afin de permettre aux ovocytes ayant subi un tel traitement de bien 
reprendre leur rondeur et de s'habituer au milieu artificiel, une période de 
récupération variant de une à 18 heures est souhaitable avant l'injection. 
2.3. Injection des ovocytes 
Pour l'injection, les ovocytes sont placés dans un milieu ne contenant pas de 
sérum. L'injection s'effectue avec l'aide du microinjecteur Nanoject II (Drummond 
Scientific Company, Broomall, PA) dans lequel est placé un tube de verre qui est 
rempli d'huile, pour éliminer la présence d'air en son sein, et de la quantité d'ARNc 
nécessaire pour l'injection. Les ovocytes sont perforés et injectés un à un à raison de 
1 ou 10 ng d'ARNc dans les cas respectifs des AQP2-wt ou des mutants de l'AQP2, 
SMIT2, CFTR et CFTR-~F508. Suite à l'injection, les ovocytes sont replacés dans 
une solution de Barth contenant du sérum et incubés à 16°C. Le temps d'incubation 
des différentes AQP2 est d'une journée tandis qu'il est de 3 à 4 jours pour SMIT2, 
CFTR et CFTR-~F508. Lorsque les ovocytes sont mis en présence d'osmolytes, le 
milieu d'incubation des ovocytes est une solution saline supplémentée avec les 
différents osmolytes compatibles. 
2.4. Immunofluorescence 
Trois jours après injection, les ovocytes servant à l'immunofluorescence sont 
'fixés avec 1 % de formaldéhyde dans du méthanol suite à une équilibration d'une 
nuit dans une solution de Barth supplémentée de 30 % de sucrose. Les ovocytes sont 
enveloppés dans un milieu d'enrobage Tissue-Tek dilùé l/7ièrnc dans de l'eau (Sakura 
Finetek, USA), congelés et coupés en tranches d'une épaisseur de 10 ~m à l'aide 
d'un cryostat. Les coupes sont montées sur des lames de verre, rincées trois fois dans 
de la solution saline en tampon phosphaté (PBS; Phosphate Buffer Saline) et 
bloquées contre les liaisons non-spécifiques en appliquant une solution d'albumine 
de sérum bovin (Bovine Serum Albumine; BSA) à 2 % pendant 30 minutes à la 
température ambiante. Elles sont ensuite incubées avec l'anticorps primaire a-AQP2 
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(l/20:N-20, Santa Cruz Biotechnology, goat polyclonal antibody), dans une chambre 
humide pendant 90 minutes. Après trois lavages dans du PBS, l'anticorps secondaire 
conjugué à l'Alexa 488 (1I1000:anti-goat, Molecular Probes) est ajouté pour une 
durée de 1 heure. Les coupes ont été recouvertes de lamelles de verre pour éviter 
qu'elles ne rétrécissent ou ne se désagrègent à l'air libre. L'observation se fait à un 
grossissement de 20X en utilisant une longueur d'onde d ' excitation de 488 nm et un 
filtre d'émission centré à 515 nrn. 
2.5. Milieux d'incubation des ovocytes 
Les milieux d'incubation des ovocytes sont préparés à partir d'une solution de 
Barth (en mM : 90 NaCl, 3 KC1, 0,82 MgS04, 0,41 CaCh, 0,33 Ca(N03)2, et 5 
Hepes, pH 7,6). La solution de Barth avec sérum est supplémentée avec 5 % de 
sérum de cheval, 2,5 mM de pyruvate de sodium, 100 U/ml de pénicilline, et 0,1 
mg/ml de streptomycine. 
Les solutions contrôles iso-osmotiques (saline) employées lors des expériences 
de volumétrie et d'électrophysiologie contiennent (en mM): 80 NaCI, 3 KC1, 0,82 
MgCh, 0,74 CaCh et 25 mannitol à pH 7,6. Pour obtenir la solution saline de 20 
mOsmol hypotonique (saline-hypo), milieu ayant 20 mOsmol de moins que la saline 
et utilisée lors de la volumétrie, 20 mM de mannitol a été enlevé de la solution 
précédente. Les solutions comportant des osmolytes compatibles voyaient leur 
quantité de mannitol diminuée de 0,5, l, 2, 5 ou 15 mM de mannitol au profit de 
bétaine, glycérol, myo-inositol, taurine, D-chiro-inositol ou L-chiro-inositol. Pour 
des concentrations plus négligeables d'osmolytes compatibles (0,05, 0,1, 0,2 ou 0,4 
mM), ceux-ci étaient ajoutés à la solution saline sans tenir compte de l'osmolarité 
additionnelle. Les solutions incorporant du myo-inositol étaient fraîchement faites le 
jour de l'expérience. Les solutions iso-osmotique et hypo-osmotique faisant 
intervenir de l'urée (saline-urée) avaient respectivement une base de solution saline 
ou une base de solution saline-hypo à laquelle était ajouté 200 mM d'urée. 
Les osmolalités mesurées pour la saline et ses dérivés comprenant des 
osmolytes compatibles étaient de 197 mOsmol(kg H20rl , la solution saline-hypo 
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ayant une différence d'osmolalité inférieure de 20 mOsmol(kg H20yl. La saline-
urée, elle, présentait une osmolalité de 397 mOsmol(kg H20yl et la même déduction 
que précédemment était maintenue pour sa contrepartie hypo-osmotique. 
L'osmolalité des solutions était mesurée à ± 2 mOsmol(kg H20yl en se servant d'un 
osmomètre à point de congélation (Advanced DigiMatic Osmometer, model 3D2, 
Advanced Instruments, Needham Heights, MA, USA). 
2.6. Perméabilité à l'eau (volumétrie) 
L'appareil employé pour effectuer les mesures de volumétrie (figure 2.1) 
ressemble à celui décrit par Zeuthen et al.(1997) et présente une chambre d'analyse 
de 120 Jil environ taillée dans une plaque de plexiglass et ouverte sur le dessus. Le 
flux de solution est de 1,2 ml/min et l'espace mort entre le sélecteur de solution, une 
valve électrique activée par un bras, et le bain est d'environ 50 Jil. En dedans de 3 
secondes, la chambre peut être complètement vidée et remplie d'une solution' fraîche. 
La source lumineuse est une diode à émission de lumière (LED; Light-Emitting 
Diode) de 2 mm par 15 mm apposée sur la surface de la solution afin de diminuer la 
distorsion ou la réflexion lumineuse. 
Le volume de l'ovocyte a été calculé par un ordinateur (Ath Ion P4 avec carte 
Firewire) qui mesure préalablement la surface d'une coupe transversale d'ovocyte 
dans la chambre d'analyse à l'aide d'une caméra (Baster AG A601 f, Germany) 
captant ses images par l'intermédiaire d'un objectif 3X. Le système est calibré à 
l'aide d'une bille d'acier de 1 millimètre de diamètre représentant un ovocyte. Les 
images sont transmises . à l'ordinateur dans lequel elles sont digitalisées par un 
convertisseur digital/analogue connecté au port parallèle. Le volume estimé est 
transmis par réseau interne à un autre ordinateur qui l'affiche dans Clampex 9.2 
(Axon Instruments Inc., Sunnyvale, CA) sous forme d'une courbe de changement de 
volume en temps réel. La caméra permet la capture de 60 images par seconde et, 
pour chaque tranche de 30 données, une moyenne est effectuée qui représente le 
volume observé à chaque demi-seconde. Le niveau de bruit d'une mesure dans ces 
conditions est de 0,001 %. 
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Figure 2.1 Appareillage servant à la mesure de volume chez les ovocytes. 
L'appareillage est muni de deux porte-électrodes, servant à immobiliser l'ovocyte, et 
d'une source lumineuse servant à fournir la lumière pour la prise de mesure effectuée 
par une caméra connectée à un objectif 3x d'un microscope inversé. Le montage 
comporte aussi une chambre de perfusion de volume réduit où une solution 
physiologique circule du fond vers la surface. 
Avant l'expérience, les ovocytes incubés dans une solution de Barth sont 
transférés dans la solution saline pendant 15 minutes afin qu'ils s'adaptent à la 
solution de flux. Le volume d'un ovocyte dans la solution saline est fixé à 0 et les 
perméabilités membranaires pour l'eau (Pf) sont mesurées en fonction de cette 
valeur. Dans la figure 2.2, la valeur de Pf est obtenue par la différence entre les 
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Figure 2.2 Enregistrement des variations de volume d'un ovocyte. 
Les mesures de volume obtenues pour un ovocyte contrôle sont mises en graphique 
par rapport au temps. La courbe rouge représente le volume d'un ovocyte dans un 
milieu Barth avant et après choc hypotonique de 20 mOsmoles tandis que les droites 
en rouge sont les courbes de tendances pour les points avant (dV/dto) et après (dV/dt) 
le choc hypotonique. 
2.7. Enregistrements électrophysiologiques 
Le courant résultant des charges transportées à travers la membrane des 
ovocytes exprimant le CFTR est enregistré à l'aide de la technique de voltage imposé 
à double électrodes insérées dans un ovocyte. Une électrode mesure le potentiel 
membranaire par rapport à une électrode de référence placée dans le bain. L'autre 
électrode est sous contrôle de l'amplificateur (Oocyte clamp OC-725C de Warner 
Instrument Corp.) qui injecte un courant jusqu'à ce que le potentiel demandé soit 
atteint. Ceci permet de mesurer le courant pour une gamme de potentiels 
membranaires s'étalant de -125 mV à +50 mV, par saut de 25 mV. Les données de 
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voltages et de courants sont numérisées par un convertisseur Digidata 1322A (Axon 
Instruments Inc., Sunnyvale, CA) et enregistrées par Clampex 9.2. 
Les microélectrodes de verre de borosilicate sont d'environ 1,5 mm de 
diamètre avant étirement. L'étirement avec une étireuse (Flaming/Brown 
micropipette puller Model P-97, Sutter Instrument Company, USA) résulte en une 
cassure franche formant deux bouts pointus de 0,5-1 Ilm de diamètre interne. Ces 
deux tubes de verres pointus à une extrémité servent d'électrodes qui sont remplies 
de 1 M KCI et peuvent atteindre une résistance de 2 à 5 Mn avec un potentiel de 
pointe inférieur à 5 mV. 
Les enregistrements électrophysiologiques récoltés étaient en temps continu à 
un potentiel de -50 mV ou variant sur des gammes de potentiels mentionnés ci-haut, 
récoltés à toutes les minutes. L'analyse des données a été effectuée à l'aide de 
Clampfit 9.0 (Axon Instruments Inc., Sunnyvale, CA) afin de passer des données 
courant-voltage (1-V) brutes à des courbes 1-V avant et après activation des canaux 
cr. Les données ont été analysées exprimées pour chacun des ovocytes testés afin de 
déterminer la variabilité et de caractériser ponctuellement l'expression du CFTR 
mutant. 
2.8. Immunobuvardages de type Western 
2.8.1. Préparation des échantillons 
La préparation de membranes totales a été effectuée sur 50 à 200 ovocytes, 
initialement placés dans un volume de 1,5 ml de PBS contenant 0,05 % de Triton x-
100 par lot de cinquante ovocytes. Ils sont homogénéisés à l'aide de 10 coups d'un 
homogénéisateur Potter-Elvehjem. La solution homogène ainsi obtenue est ensuite 
centrifugée à 4°C durant 5 minutes à 200g. Le surnageant est récupéré et recentrifugé 
à 20 OOOg pour une période de 20 minutes à 4°C. Le surnageant obtenu est éliminé et 
la portion blanche du culot resuspendue dans un volume de 1 III de PBS par ovocyte 
initial. 
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Les membranes plasmiques ont été obtenues de 40 ovocytes. Au départ, les 
ovocytes sont rincés dans une solution tamponnée à pH 6,0 par l'acide 2-(N-
Morpholino)éthane sulfonique (MES) et contenant 80 mM NaCl puis placés dans 
cette solution additionnée de 0,005 % de subtilisine A (Sigma-Aldrich, St Louis, 
MO) pendant 10 minutes avec faible agitation pour pennettre la digestion de la 
membrane vitelline. Les deux incubations suivantes de 60 minutes sont effectuées à 
4°C dans la solution MBSS, la première en présence de 1 % de ludox (Sigma-
Aldrich) et la seconde de 0,1 % d'acide polyacrylique (Sigma-Aldrich) avec trois 
rinçages subséquents des ovocytes. L'homogénéisation des ovocytes est effectuée à 
l'aide d'un micropipetteur dans un tampon d'homogénisation A (HbA) froid (en 
mM) : 5 MgCh, 5 NaH2P04, 1 Éthylènediaminetétraacétate (EDTA), 80 sucrose, and 
20 Trishydroxyméthylaminométhane (Tris) pH 7,4). Le volume est augmenté à 1,5 
ml avec du HbA et la préparation centrifugée à 16g pendant 30 s à 4°C. Après 
élimination du surnageant, le culot (~ 100 ~l) est resolubilisé dans 1 ml de HbA et 
recentrifugé dans les mêmes conditions avec élimination du surnageant. Ces 
opérations sont répétées pour des centrifugations à 25g et à 35g, toujours en 
récupérant un culot de membranes plasmiques. Une dernière centrifugation à 
16 OOOg est effectuée pour obtenir des membranes plasmiques pures dans le culot qui 
est resuspendu dans 1 ° ~l de HbA froid. 
2.8.2. Électrophorèse, transfert et immunobuvardage 
Des volumes de 1 ~l (homogénats) et 5 ~l (membranes plasmiques) 
additionnés de tampon d'échantillon (1:1;125 mM Tris/HCl, glycérol 20 % (v/v), 
sodium dodécylsulfate (SDS) 4 % (w/v), p-mercaptoéthanol 5 % (v/v), bleu de 
bromophénol 0,0005 % (w/v), pH 6,8) sont chargés sur un gel de polyacrylamide. Le 
gel de séparation de 12 % est fonné en mélangeant 4,0 ml d'acrylamide 30 %, 2,5 ml 
de Tris 1,5 M pH 8,8,3,4 ml d'eau distillée et désionisée, 0,1 ml de SDS 10 %, 0,05 
ml d'ammonium persulfate et 0,01 ml de N,N,N',N'-Tétraméthyléthylènediamine 
(TEMED). Suite à l'ajout du TEMED, le gel est coulé rapidement, en évitant les 
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bulles d'air, entre deux plaques de verres (Bio-Rad, Hercules, CA) espacées d'un 
centimètre et demi. Il polymérise en dedans d'une demi-heure. Pour obtenir le gel de 
concentration de 4 %, il suffit de mélanger 1,3 ml d'acrylamide 30 %, 7,35 ml d'eau 
distillée et désionisée, 1,25 ml de Tris 1,0 M pH 6,8, 0,1 ml de SDS 10 %, 0,05 ml 
d'APS et 0,01 ml de TEMED. Le gel est coulé par dessus le gel de séparation et le 
peigne, délimitant les puits, y est inséré jusqu'à la fin de la polymérisation (environ 
15 min). 
L'électrophorèse des protéines est effectuée à 150 V dans le tampon de 
migration (Tris 25 mM, glycine 192 mM, pH 8,3, SDS 0,1 %)jusqu'à ce que le bleu 
de bromophénol, délimitant le front de migration, atteigne le bas du gel. Dans le 
premier puits des gels ont été introduits des standards protéiques de masse 
moléculaire connue (250, 150, 100, 75, 50, 37, 25, 15 et 10 kDa). Les protéines du 
gel sont électrotransférées, sous un voltage de 100 V pendant 45 minutes à 4°C, sur 
membrane de nitrocellulose mise en sandwich entre des feuilles de papier Whatman 
et des éponges de mousse qui sont équilibrées dans du tampon de transfert froid (Tris 
25 mM, glycine 192 mM, pH 8,3, méthanol 20 % (v/v)), le tout placé dans une 
cassette de transfert et immergé dans le tampon de transfert. Par la suite, la feuille de 
nitrocellulose est tout d' abord incubée dans une solution saline tamponnée au Tris 
(Tris-buffered saline; TBS)-Tween 0,1 % (40 mM de Tris, 0,274 M NaCI à pH 7,5, 
Tween 0,1 %) avec 5 % de lait écrémé pendant 30 minutes à température pièce et, 
par la suite, incubée à 4°C pendant la nuit avec cette solution contenant l'anticorps u-
AQP2 (1/500:N-20). Après trois rinçages de 15 minutes dans 15 ml de solution de 
TBS-Tween 0,1 %, la membrane est réincubée en suivant la même procédure que 
précédemment mais cette fois avec un anticorps secondaire anti-immunoglobuline G 
(lgG) de chèvre (1/20 000) lié à la peroxydase de raifort (Santa Cruz Biotech, CA) 
durant 1 heure. Il y a rinçage de l'anticorps secondaire trois fois avec 15 ml de 
solution TBS-Tween 0,1 %. La révélation est obtenue avec un Phototope-HRP de 
chimiluminescence (New England Biolabs, Ipswich, MA). Pour obtenir la solution 
de révélation, il faut mélanger dans un tube les solutions de détection A et B dans un 
rapport 1: 1. Celle-ci est ensuite appliquée sur la membrane de nitrocellulose 
partiellement séchée pendant 5 minutes. La membrane est ensuite placée dans un 
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plastique d'acétate de cellulose ou recouverte de papier cellulose sans laisser de 
bulles d'air, le tout étant introduit dans la cassette à révélation. Dans la chambre 
noire est introduit un film pour rayon X sur la membrane pour des temps de contact 
de 5 sec, 30 sec, 1 min, 5 min, 15 min ou 1 heure. 
2.9. Absorption de myo-inositol radioactif 
Pour les analyses de transport du myo-inositol radioactif, les ovocytes contrôles 
exprimant SMIT2 (incubation de 5-7 jours) sont rincés deux fois avec une solution 
de Barth et le transport est initié par le remplacement de cette solution par la solution 
de transport contenant 10 !lM de myo-inositol ainsi que du myo-inositol radioactif (1 
!lCi·mr l [3H]myo-inositol, activité spécifique, 20 Ci ·mmor l ). La composante non-
spécifique du transport a été évaluée par une incubation similaire en présence de 15 
mM de myo-inositol froid. Les ovocytes sont incubés par groupe de 8 à 10 à 
température de la pièce pendant 1 heure dans 1 ml de milieu. L'incubation est arrêtée 
par l'élimination rapide du traceur radioactif suivie d'une addition de 2 ml de solution 
de Barth conservée sur glace. Les ovocytes sont rincés trois fois et placés 
individuellement dans des fioles à scintillation. La lyse des ovocytes est effectuée en 
présence de 0,2 ml d'une solution de 10 % SDS pendant 2 heures avant l'addition du 
mélange à scintillation (BetaBlend, ICN Biomedicals, Aurora, Ohio). Les fioles à 
scintillation sont ensuite placées dans un compteur à scintillation LS6000 SC 
(Beckman Instruments, Inc., Anaheim, CA) en utilisant une fenêtre de lecture 
adéquate pour le tritium. 
2.10. Analyses 
La perméabilité membranaire pour l'eau (Pf) d'un ovocyte est calculée à l'aide 
de l'équation suivante 
p _ 1 [dV _ dV ] 
1 - Sx V
w 
xl'!..tr dt dt,=o 
(1) 
dans laquelle dV Idto (!ll!s) et dV Idt (!ll!s) sont les flux d'eau mesurés avant et après 
le choc hypotonique, S est la surface standard d'un ovocyte (3,14 Xl 0-2 cm2) , v w 
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représente le volume spécifique de l'eau (18,2 cm3·mor l) et Ôrr indique la variation 
d'osmolarité durant l'expérience (200 mOsmol - 180 mOsmol = 20 mOsmol ou 0,2 
mmol cm-3) (Zampighi et al., 1995). 
Les expériences ont été faites sur un minimum de 8 ovocytes et répétées sur 
au moins 3 groupes d'ovocytes différents (i.e. provenant de 3 grenouilles 
différentes). Les données présentées sont les moyennes de 8 expériences ou plus 
avec leurs écarts standards à la moyenne (SEM) qui sont portés en barres d'erreur. 
Les données électrophysiologiques ont été traitées différemment puisqu'elles 
représentent un nombre n de mesures effectués sur 6 grenouilles différentes. Toutes 
les données obtenues en électrophysiologie ont été analysées une à une afin d'évaluer 
la tendance au cours des semaines. Les groupes de données ont été comparés par 
tests t de Student pairés ou par analyse de variance à l'aide d'un test de différence 




3.1. Expression des formes native et mutées de l'AQP2 
3.1.1. Immunofluorescence 
Comme préalablement établi dans d'autres laboratoires comme celui de Peter 
Agre en 1993, les ovocytes de Xenopus laevis peuvent être employés pour évaluer la 
capacité de transport d'eau des aquaporines (Agre et aL, 1993). C'est ce même 
modèle que nous utilisons au cours de nos études pour évaluer l'expression des 
formes native et mutées de l' AQP2. À prime abord, il est important de savoir si les 
mutants analysés sont exprimés à la membrane et à quel degré par rapport au type 
sauvage. 
En analyse par immunofluorescence, les formes mutées 0 150E et G 1960 de 
l'AQP2 sont exprimées dans les ovocytes, différemment de la forme native (wt) 
(figure 3.1). Les ARNc d'AQP2 mutées doivent être injectés à une concentration 10 
fois plus grande afin que l'expression protéique dans les ovocytes résulte en une 
quantité équivalente de protéines synthétisées. Malgré cette injection 10 fois plus 
importante, l'AQP2-0150E n'est présente que partiellement à la membrane 
plasmique des ovocytes, membrane moins lumineuse que la figure présentant 
l'AQP2 native, tandis que l' AQP2-G 1960 reste dans des vésicules intracellulaires, 
visible par des taches fluorescentes aux abords dy la membrane plasmique. 
CTL 
AQP2-D150E lOng AQP2-G 196D lOng 
Figure 3.1. Localisation des fonnes native (wt) et mutées de l'AQP2 dans les 
ovocytes. 
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Les images sont le résultat d'une analyse par immunofluorescence de coupes 
d'ovocytes de Xénope, répétée quatre fois, où les protéines AQP2-wt, AQP2-0150E 
et AQP2-G 1960 sont détectées avec un anticorps anti-AQP2 et un anticorps 
secondaire fluorescent. L' AQP2-wt est présente à la membrane plasmique, l' AQP2-
0150E l'est aussi mais plus faiblement et l'AQP2-GI960 est détectée exclusivement 
à l'intérieur de l'ovocyte. 
3.1.2. Perméabilités membranaires 
Les fonnes native et mutées de l' AQP2 ont été évaluées pour leur fonction 
physiologique par volumétrie des ovocytes. À la figure 3.2 sont présentés des 
ovocytes subissant un choc hypotonique de 20 mOsmol, ce qui provoque une 
augmentation de leur volume (exprimée en pourcentage). Le taux d'augmentation de 
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volume de l' AQP2 native est le plus grand de toutes les conditions expérimentales. 
La forme mutée D 150E présente une réponse moins prononcée, alors que pour la 
forme G 196D, qui a la pente la plus faible pour un ovocyte exprimant une forme de 
l'AQP2, il n 'y a pas de différence significative de pente avec un ovocyte non-injecté. 
Les valeurs de Pr associées aux courbes de la figure 3.2 sont respectivement de 
l'ordre de 3,4 ± 0,2 x 10-4 cm·s- I , 3,1 ± 0,1 x 10-4 cm·s- I , Il,4 ± 0,4 x 10-4 cm·s- I et 
25,3 ± 0,5 x 10-4 cm·s- I pour les ovocytes non-injectés, injectés avec le mutant 
G 196D, D 150E et la forme native. 
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Figure 3.2. Réponse des ovocytes exprimant les AQP2 native et mutées à un choc 
hypotonique de 20 mOsmol. 
L'expérience présente la réponse des ovocytes exprimant les formes native et mutées 
de l'AQP2 lorsque soumis à un choc hypotonique de 20 mOsmol. Puisqu'il y a une 
grande variabilité du volume d'un ovocyte au repos, les valeurs de variation 
volumétrique ont été reportées à 100 % au lieu d'être présentées en J..l.l. La figure 
montre un résultat, obtenu à partir de 4 ovocytes, qui représente fidèlement les 
moyennes de perméabilité à l'eau mesurées sur un grand nombre d'ovocytes dans 
chaque condition. 
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En résumé, les résultats d'immunofluorescence et de perméabilité à l'eau (Pr) 
montrent que le mutant AQP2-DI50E conserve une activité significative tandis que 
le mutant G 196D présente une perte de fonction totale. 
3.2. Effet du myo-inositol sur l'expression des fornles 
native et mutées de l'AQP2 
3.2.1. En présence de SMIT2 
Les résultats des figures 3.1 et 3.2 laissent présumer que les mutants se 
rendent peu ou pas à la membrane plasmique et qu'ils ont une activité affaiblie face à 
la forme native. Dans le but d'obtenir une augmentation de l'expression ou de la 
fonctionnalité des protéines mutantes, nous avons pensé à incuber les ovocytes avec 
des os moly tes compatibles qui, en agissant tels des chaperonnes chimiques, 
permettraient éventuellement une récupération des formes mutées de l'AQP2. Au 
départ, nous avons opté pour l'utilisation du myo-inositol puisqu'il a déjà été décrit 
comme osmolyte compatible dans la récupération du CFTR-~F508 par les équipes 
de Howard et al. (2003) et Zhang et al. (2003). 
A priori, on croit qu'il est nécessaire pour le myo-inositol de traverser la 
membrane plasmique pour agir sur le repliement protéique. Puisque l'ovocyte est 
imperméable aux sucres, la présence d'un transporteur de myo-inositol comme 
SMIT2 devrait permettre de faire entrer le myo-inositol et, même, de l'accumuler à 
une concentration supérieure à la concentration extracelullaire utilisée. Afin de 
permettre au myo-inositol d'exercer son effet de l'intérieur de la cellule, nous avons 
observé la capacité des ovocytes exprimant SMIT2 à absorber le myo-inositol (figure 
3.3). Dans cette figure sont comparés des ovocytes non-injectés à d'autres exprimant 
SMIT2 pendant trois jours quant à leur capacité d'accumuler du myo-inositol 
radioactif présent à une concentration extracellulaire de 10 I1M. Elle montre que la 
présence de SMIT2 dans les ovocytes permet l'entrée de myo-inositol à une vitesse 
de 19,4 pmollheure comparativement à 0,02 pmol/heure pour les ovocytes contrôles. 
La valeur contrôle mesurée avec 10 I1M de traceur radioactif permet d'évaluer que, 
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Figure 3.3. Transport du myo-inositol sur des ovocytes exprimant ou non SMIT2. 
Les ovocytes ont été exposés à 10 !-lM de myo-inositol radioactif pendant 1 heure et 
ceux exprimant SMIT2 ont une perméabilité mille fois plus élevée que les ovocytes 
non-injectés (n=3, p < 0,0001 test de t non-pairé). 
La figure 3.4 montre les Pc mesurées pour différents groupes d'ovocytes non-
injectés ou exprimant différentes combinaisons d'AQP2 et de SMIT2. Les ovocytes 
sont tout d'abord injectés avec SMIT2 à raison de 10 ng d'ARNc et conservés 
pendant 3 jours avant l'injection de l'AQP2 à raison de 1 ou lOng d'ARNc pour les 
formes respectivement native ou mutées. Les ovocytes non-injectés ont une Pc de 3,3 
± 0,3 x 10-4 cm·s· l et l'expression du cotransporteur NalMI produit une augmentation 
légère mais significative de Pc de 40 %. Pour 5 groupes d'ovocytes différents 
(provenant de 5 donneurs différents), la coexpression de SMIT2 et de l'AQP2-
G 1 96D n'a jamais fait changer la Pc obtenue avec SMIT2 seul. La coexpression avec 
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l'AQP2-wt augmente grandement la Pf sans effet de la présence de 5 mM de myo-
inositol extracellulaire. La présence de la protéine mutée AQP2-DI50E produit une 
petite augmentation de la Pf de 3,1 ± 0,9 x 10-4 cm's-I par rapport à la Pf mesurée 
pour les ovocytes qui n'expriment que SMIT2. De façon très intéressante, la 
perméabilité associée à l'expression de l'AQP2-DI50E mentionnée ci-dessus est 
stimulée de 73 % (p < 0,05 %, n=8) quand les ovocytes sont incubés 24 heures en 
présence de myo-inositol. La Pf de l' AQP2-G 196D exprimée dans un ovocyte n'étant 
pas différente de ceIle d'ovocytes non-injectés, elle n'est pas non plus stimulée par la 
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Figure 3.4. Effet du myo-inositol sur l'expression ovocytaire des fonnes native et 
mutées de l'AQP2 en présence de SMIT2. 
Les valeurs numériques représentent la moyenne ± SEM des pennéabilités à l'eau de 
huit ovocytes provenant d'une seule grenouille et exprimant la protéine SMIT2 
(cotransporteur sodium-myo-inositol) seule ou en présence d' AQP2 (de type natif ou 
possédant les mutations D150E ou G 196D). Les barres en noir représentent les 
moyennes de Pf mesurées en absence de myo-inositol et, en gris, celles observées 
lorsque les ovocytes sont incubés en présence de 5 mM de myo-inositol pendant 24 
heures. L'astérisque (*) indique une différence significative (p < 0,05, analyse de 
variance ANOY AlTukey à 2 facteurs). Des résultats similaires ont été obtenus sur 4 
autres grenouilles 
La présence de SMIT2 pennet l'entrée du myo-inositol dans les ovocytes et 
l'atteinte d'une concentration de l'ordre de 45 mM. Nous avons tenté de reproduire 
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l'effet attribuable au myo-inositol intracellulaire sur des ovocytes exprimant l' AQP2-
D150E en injectant 46 l ..tI d'une solution de 500 mM de myo-inositol dans un ovocyte 
dont le volume accessible se situe aux alentours de 500 nI.. Tel que montré à la figure 
3 .. 5, l'augmentation de Pf attribuable à J'expression de la forme mutée D150E n'est 
pas stimulée par la présence de myo-inositol intracellulaire .. En fait, dans l'expérience 
présentée, la présence de myo-inositol produit en fait une diminution de Pf de 0,81 x 
10-4 cm"s- I .. Toutefois, cet effet apparent du myo-inositol n'a pas été systémati-
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Figure 3 .. 5 Effet du myo-inositol intracellulaire sur l'expression ovocytaire de 
l'AQP2-D150E. 
Les valeurs numériques représentent la moyenne ± SEM des Pf mesurées sur 
ovocytes non-injectés ou exprimant la forme mutée D 150E coinjectée ou non avec 
du Ml (15 mM) .. La Pf d'ovocytes exprimant D150E en présence de myo-inositol 
intracellulaire (Ml intra) n'est pas modifiée par rapport à celle mesurée en absence 
d'osmolyte injecté selon une analyse de variance ANOY A/Tukey à 1 facteur. 
L'expérience présentée est un résultat typique obtenu sur l'une des trois grenouilles 
où elle a été répétée. 
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Ces résultats indiquent que l'effet positif du myo-inositol en présence de 
SMIT2 sur la fonctionnalité du mutant D150E n'est pas dû à la simple présence du 
myo-inositol dans l'ovocyte. 
3.2.2. Reproductibilité et spécificité de la fonction de l'AQP2-
D150E 
Dans la figure 3.6, la Pr présentée a été mesurée en absence de transporteur de 
myo-inositol SMIT2, c'est-à-dire dans des ovocytes qui n'étaient pas incubés 3 jours 
au préalable pour permettre au transporteur NalMI de s'exprimer puisque cet ARNc 
n'a pas été injecté. Ces ovocytes ont seulement été injectés avec l'ARNc de l'AQP2 
dans ses formes native et mutées. Dans ces conditions, la présence de 5 mM de myo-
inositol dans la solution de Barth a augmenté la Pr attribuable au mutant AQP2-
D150E. Quantitativement, dans l'expérience montrée à la figure 3.6, l'expression du 
mutant AQP2-D150E est associée avec une augmentation de Prde 50 % par rapport à 
la perméabilité de base d'un ovocyte non-injecté provenant du même donneur. En 
présence de 5 mM de myo-inositol, la Pr attribuable au mutant AQP2-D150E est 
passée de 3,20 ± 0,33 x 10-4 cm·s- I à 5,45 ± 0,75 x 10-4 cm·s· l , soit une augmentation 
de 70,1 %. Cet effet du myo-inositol est statistiquement significatif (p < 0,01, n=8 
ovocytes par catégorie). Tout comme dans le cas de la coinjection avec SMIT2 
(figure 3.4), les ovocytes injectés avec la forme D150E de l'AQP2 sont stimulés par 
la présence de myo-inositol (5 mM) tandis que les formes sauvage et G 196D de 
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Figure 3.6. Effet du myo-inositol sur les AQP2 mutées et native exprimées dans des 
ovocytes. 
Cette expérience est similaire à celle présentée à la figure 3.4 à l'exception que 
SMIT2 n'est pas co-exprimé avec l'AQP2-wt, -D150E et -G196D. Les barres en noir 
représentent les moyelUles de Pr en présence de saline et, celles en gris, les moyelUles 
de Pr lorsque l'ovocyte est incubé en présence de saline additiolUlée de 5 mM de 
myo-inositol pendant 24 h. La Prdes ovocytes exprimant le mutant AQP2-D150E est 
significativement augmentée en présence de myo-inositol (p < 0,0 l, analyse de 
variance ANDY AlTukey à 2 facteurs). Le résultat présenté est une expérience 
typique contenant 8 dOlUlées par cololUle. Cette expérience a été répétée 3 fois avec 
des résultats similaires. 
Au fil des mois et, dans le but de confirmer la reproductibilité de mes résultats, 
l'effet de l'exposition au myo-inositol externe pendant 24 heures a été observé sur 25 
groupes différents d'ovocytes. Puisque la Pr des ovocytes exprimant l'AQP2-D150E 
varie grandement d'une série d'ovocytes à une autre, la seule possibilité de comparer 
les effets du myo-inositol est de rapporter les augmentations de Pr en fonction de la 
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valeur attribuable au mutant AQP2-DI50E en absence de myo-inositol (i.e. en 
pourcentage de stimulation). Malgré la grande variabilité de la stimulation observée, 
c'est-à-dire de 4 % jusqu'à 104 %, la perméabilité due à l'expression de l' aquaporine 
mutante est augmentée par la présence de myo-inositol de 45 % en moyenne tandis 
que la médiane de la distribution se situe à 47 % (figure 3.7). Dû au grand nombre de 
mesures, la significativité de l'effet que 24 h de myo-inositol (5 mM) produit sur la Pc 
attribuable à l'AQP2-D150E est très élevée (p < 0,001, n=25 mesures) 
lorsqu'évaluée par un test t pairé de Student. De plus, confirmant les données 
présentées aux figures 3.4 et 3.6, l'effet observé est spécifique pour le mutant AQP2-
D 150E vu que la stimulation causée par le myo-inositol n'est pas observable sur 
l'AQP2 de type sauvage (AQP2-wt), le mutant AQP2-GI96D ou l'ovocyte contrôle 
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Figure 3.7. Distribution des données de l'effet du myo-inositol sur l' AQP2-D 150E. 
L'histogramme représente le pourcentage d'augmentation pour les différents lots 
d'ovocytes exprimant la forme mutée D 150E de l' AQP2 quant à la stimulation de la 
Pc par le myo-inositol extracellulaire (5 mM). La courbe normale ajustée a été 
obtenue par une analyse gaussienne de la distribution qui est centrée à 50 % et de 
sigma de 22 %. La comparaison des Pc attribuable à l' AQP2-D 150E et celle stimulée 
par le myo-inositol a une valeur de p < 0,001 (n = 25 grenouilles différentes, test de t 
pairé). 
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En somme, l'effet du myo-inositol sur l'AQP2-D150E est extracellulaire, 
spécifique et reproductible. 
3.3. Caractérisation de l'effet du myo-inositol sur la 
perméabilité à l'eau d'ovocytes exprimant le olutant 
D150E de l'AQP2 
3.3.1. Influence de la concentration en myo-inositol 
Après avoir déterminé que le myo-inositol exerce son effet sur l'expression de 
l'AQP2-D150E en restant à l'extérieur de l'ovocyte, nous avons testé si l'effet 
dépendait de la concentration de myo-inositol de façon Michaelienne et si la valeur 
de la constante d'affinité s'approchait des concentrations physiologiques de myo-
inositol. Dû à une certaine variabilité dans les pourcentages de stimulation de la Pr 
attribuable à l'expression du mutant D l50E, il est difficile de déterminer la 
sensibilité à la quantité de myo-inositol présente dans le milieu d'incubation. Pour 
déterminer la concentration effective avec laquelle la moitié de l'effet est atteint, le 
ED50, nous avons réussi dans un seul cas à tester l'effet de 5 concentrations 
différentes de myo-inositol sur des groupes d'ovocytes provenant du même donneur. 
Dans les autres essais, la variabilité de l'effet nous empêchait d' obtenir un 
ajustement de courbe convainquant. Dans ce cas précis, nous avons déterminé que le 
ED50 de l'action du myo-inositol sur la Pr des ovocytes exprimant AQP2-DI50E est 
de 131 ± 13 J!M (figure 3.8A). Cette valeur a été confirmée dans trois expériences 
subséquentes où seulement 3 concentrations de myo-inositol étaient utilisées avec un 
plus grand nombre d'ovocytes dans chaque cas. Les résultats obtenus confirment le 
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Figure 3.8. Courbe dose-réponse de l'effet du myo-inositol extracellulaire. 
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Les données ponctuelles de la courbe (A) représentent la moyenne de Pf SEM de 8 
ovocytes exprimant le mutant AQP2-D150E en présence de myo-inositol selon les 
concentrations indiqués. La régression non-linéaire décrit une courbe de Michaelis-
Menten ayant un Km de BI ± 13 ~M, un Vmax de 2,47 ± 0,09 x 10-4 cm's- I et une 
constante de 6,33 ± 0,48 x 10-4 cm's-I. Vue la variabilité de l'expression de l'AQP2, 
une seule expérience a été obtenue avec les concentrations 0, 50, 100, 200, 400 et 
5000 ~, les autres ne faisant intervenir que les concentrations 0, 50 et 500 ~M (B, 
expérience typique représentative de trois) (analyse de variance ANOVA/Tukey à 2 
facteurs). 
3.3.2. Spécificité du myo-inositol comparativement à d'autres 
osmolytes compatibles 
Puisque beaucoup d'autres composés peuvent servir d'osmolytes compatibles 
chez divers types d'organismes, il était primordial de déterminer si seul le myo-
inositol, un des osmolytes compatibles présents dans le rein, avait la propriété de 
stimuler l'activité de l'AQP2-DI50E et d'augmenter la Pfdes ovocytes exprimant ce 
mutant. À cette fin, nous avons comparé l'effet d'autres osmolytes sur les ovocytes 
exprimant AQP2-D150E en employant le mannitol comme osmolyte contrôle vu son 
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inaction habituelle sur la Pf de ces mêmes ovocytes. Pour ce faire, des osmolytes de 
chaque catégorie (dérivés d'acides aminés, polyols, méthylamines) ont été choisis 
pour comparer les effets, en volumétrie, sur la perméabilité à l'eau du mutant AQP2-
D 150E. Dans une première série d'expériences, nous avons comparé les effets du 
myo-inositol aux effets du L-chiro- et du D-chiro-inositol. Les 3 composés ont été 
testés en parallèle sur 5 séries d'ovocytes (5 donneurs différents) et les résultats sont 
montrés à la figure 3.9. Bien que les effets du myo-inositol présentent une certaine 
variabilité (une stimulation statistiquement significative a été observée 4 fois sur 5), 
l'effet global sur les 5 séries d'ovocytes est significatif avec un p < 0,05 (test de t 
non-pairé) (figure 3.9A). Dans le cas du L-chiro-inositol, une seule expérience sur 5 
a donné une stimulation statistiquement significative mais l'ensemble de 5 
expériences n'a démontré aucune stimulation systématique (figure 3.9B). La même 
situation se retrouve dans le cas du D-chiro-inositol pour lequel aucune 
augmentation systématique de Pf n'a été observée (figure 3.9C). Dans une deuxième 
série d'expériences, les effets du myo-inositol (figure 3.9D), de la taurine (figure 
3.9E), de la bétaine (figure 3.9F) et du glycérol (figure 3.9G) ont été testés sur 3 
groupes d'ovocytes (3 donneurs différents). Dans ce cas-ci, les résultats sont plus 
difficiles à interpréter. Alors que, pour un groupe d'ovocytes, tous les osmolytes 
testés ont démontré une stimulation significative, les deux autres groupes d'ovocytes 
n'ont donné aucun effet significatif sauf pour le myo-inositol dans un seul cas. La 
variabilité des résultats suggère qu'il faudrait considérablement augmenter le nombre 
d'expériences avant d'atteindre une conclusion claire quant aux effets attendus des 
différents osmolytes compatibles. 
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Figure 3.9. Effet de divers osmolytes sur l'expression d'AQP2-D150E dans les 
ovocytes. 
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Les Pf des ovocytes exprimant le mutant AQP2-D150E représentent 3 ou 5 semaines 
d'expérimentation où chaque semaine comporte l'étude d'au moins 8 ovocytes 
exprimant l'AQP2-D150E qui sont incubés pendant 24 h en présence de mannitol 
(non-traités) ou de 500 IlM de myo-inositol (A et D), de L-chiro-inositol (B), de D-
chiro-inositol (C), de taurine (E), de bétaine (F), de glycérol (0). L'astérisque (*) 
représente une différence significative effectuée sur les moyennes entre groupes 
traités et non traités (p < 0,05, test de t non-pairé). 
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3.3.3. Spécificité pour le mutant D150E de l'AQP2 
comparativement au mutant CFTR-AF508 
Une expérience a tenté de faire un rapprochement entre les données obtenues 
avec les ovocytes exprimant l'AQP2-D150E et les données décrites dans la 
littérature (Howard et al., 2003, Zhang et al., 2003) concernant l'action du myo-
inositol sur le mutant ~F508 du CFTR. L'analyse des courants chlore a été effectuée 
par double électrode sur 37 données recueuillies en six semaines consécutives. Pour 
activer les courants chlore, la forskoline (IO IlM) est utilisée pour stimuler la 
production d'AMPc par l'AC et l'IBMX (500 IlM) pour inhiber sa dégradation par 
les phosphodiestérases. Les analyses des données ne sont pas présentées puisqu'elles 
n'ont pas été concluantes. En effet, les résultats ont démontré une grande variabilité 
des courants dans les ovocytes non-injectés, de même que dans ceux exprimant le 
mutant CFTR- ~F508, et ce en présence ou en absence de myo-inositol. Il n'est donc 
pas possible de tirer de ces expériences une conclusion quant à la récupération 
possible du CFTR-~F508 par le myo-inositol. 
3.3.4. Effet de l'AMPc 
Dans le tubule collecteur, l'expression de l'AQP2 est sous le contrôle de 
l'honnone antidiurétique par l'intennédiaire des récepteurs V2, de \' AMPc et de la 
PKA. Il est possible que le 0 150E soit aussi sous le contrôle du même système de 
signalisation lorsqu'exprimé dans un ovocyte et nous avons voulu voir si une 
modulation de la régulation de DI50E pouvait être à l'origine de l'effet du myo-
inositol sur son expression. Nous avons stimulé la voie de l'AMPc en utilisant la 
forskoline (10 IlM). La Pr des ovocytes exprimant l'AQP2-D 150E (8 ovocytes), 
lorsque comparée à des ovocytes non-injectés, n'est pas modifiée lorsque la 
forskoline est présente dans le milieu d'incubation durant le 24 heure (figure 3.10). 
La présence de forskoline n'a donc pas changé significativement la pennéabilité 
attribuable au mutant AQP2-D 150E exprimé dans les ovocytes. Par contre, lorsque 
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l'ovocyte expnme le type sauvage, il y a augmentation du changement de 
pennéabilité à l'eau des ovocytes lui étant attribuable, ce qui confinne les travaux de 
Kuwahara et al. (1 995).C'est au travers de la cascade d'AMPc, qui active la PKA et 
pennet l'attachement et l'incorporation des agrégaphores avec la membrane 
plasmique, que la forskoline exercerait son action dans ce cas-là (Lande et al., 1996). 
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Figure 3.10. Effet de la forskoline sur l'expression de l'AQP2-D150E. 
Huit à dix ovocytes injectés avec la fonne native (wt), la fonne D 150E mutée ou 
non-injectés ont été traités ou non à la forskoline (1 ° /lM) pendant 24 heures puis 
incubés dans un milieu saline pour la mesure de Pr. Les données représentent les 
moyennes et SEM d'une expérience typique qui a été reproduite en triplicata. Il n'y a 
pas de différence significative entre les deux moyennes d'ovocytes pour les ovocytes 
exprimant la fonne mutante de l'AQP2 tandis qu'il y a augmentation significative de 
Pr pour la fonne native de la protéine. L'astérisque (*) indique une différence 
significative (p < 0,05, analyse de variance ANOY AlTukey à 2 facteurs). 
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3.3.5. Effet de l'urée 
Nous avons voulu savoir si, dans des conditions aussi dénaturantes qu'en 
présence d'urée, le myo-inositol pouvait jouer un rôle protecteur plus important que 
dans les conditions que nous avons étudiées jusqu'à maintenant. En effet, dans la 
médullaire rénale, le milieu interstitiel en période antidiurétique peut présenter des 
concentrations d'urée et de NaCI excédant respectivement 1 M et 500 mM (Burg, 
2002). L'effet dénaturant de l'urée est déjà bien décrit dans la littérature comme par 
exemple le fait qu'il force les protéines à adopter des structures non-natives et 
dépliées (Robinson et Jencks, 1963). C'est justement suite à des changements de 
concentrations d'urée et de NaCI qu'il y a une augmentation parallèle du transport 
d'osmolytes compatibles afin d'éviter une trop grande accumulation ionique 
intracellulaire. 
Tout d'abord, il fallait déterminer si la présence d'urée sur les ovocytes avait 
une action néfaste sur l'AQP2. Après incubation des ovocytes dans un milieu saline-
urée, il y a diminution significative de la Pr de l'AQP2 de type sauvage de 73 ± 8 % 
et du mutant AQP2-D150E de 82 ± 13 % lorsque la concentration d'urée est de 200 
mM (figure 3.IIA). Toutefois, l'injection du myo-inositol dans l'ovocyte 
(concentration intracellulaire de 15 mM) n'a pas modifié la diminution de Pr 
provoquée par l'urée sur le mutant AQP2-D150E (figure 3.11B). Dans la figure 
3.IIA, l'action de l'urée sur la Prd'un ovocyte n'a pas été contrecarrée par l'ajout de 
500 ~ de myo-inositol dans le milieu d'incubation contenant de l'urée, que ce soit 
pour le type sauvage ou le mutant D150E de l'aquaporine-2. Il est à noter que la Pr 
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Figure 3.11. Effet du myo-inositol sur la capacité dénaturante de l'urée. 
Les valeurs numériques représentent la moyenne et le SEM des perméabilités à l'eau 
(Pf) d'une expérience typique, effectuée en triplicata, sur 8 à 10 ovocytes exprimant 
les AQP2 native et D l50E mutée. Cette expérience a été effectuée en présence de 
200 mM d'urée additionnée à la solution de Barth (osmolarité de 400 mM) et en 
absence ou en présence de 500 IlM de myo-inositol extracellulaire (A) ou de 15 mM 
de myo-inositol intracellulaire (B). La présence d'urée a significativement diminué la 
Pf des ovocytes exprimant l'une ou l'autre des AQP2. La présence de myo-inositol 
n'a pas eu d'effet sur la perméabilité affectée par l'urée, que ce soit de l'extérieur ou 
de l'intérieur de l'ovocyte. La présence d'un ou deux astérisques indique des 
différences respectivement significative (p < 0,05) et hautement significative (p < 
0,0005) selon une analyse de variance ANOY A/Tukey à 2 facteurs. 
3.3.6. Modification du profil de migration électrophorétique 
Les aquaporines membranaires migrent dans une zone de poids moléculaire 
correspondant à 27 kDa lorsqu'elles sont analysées par électrophorèse sur gels de 
polyacrylamide en présence de SDS suite à leur expression dans des ovocytes. À la 
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figure 3.12, seules la fonne mutée Dl50E et la fonne sauvage de l'AQP2 s'affichent 
à la membrane plasmique, tel que visualisé par la présence de la bande de 27 kDa 
mentionnée préalablement. La fonne mutée D 150E est très faiblement présente à la 
membrane bien que 10 fois plus d' ARN ait été injectée par rapport au wt. Toutefois, 
lors de l'évaluation des membranes totales d'ovocytes exprimant l'AQP2, l'AQP2-
wt se voit dédoublée, où la i èmc fonne pourrait représenter un état de dégradation de 
la protéine native. Ce dédoublement est aussi visible pour les fonnes mutées. Pour 
ces dernières sont aussi présentes des bandes correspondant à des fonnes glycosylées 
avec un sucre à haute teneur en mannose (29 kDa) et des bandes de hauts poids 
moléculaires (50 kDa à 75 kDa) représentant vraisemblablement différents états 
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Figure 3.12. Analyse par immunobuvardage de type Western des formes native 
(AQP2wt) et mutées (D 150E et G 196D) exprimées dans des ovocytes de Xenopus 
laevis. 
Les résultats présentés constituent une analyse typique, reproduite en triplicata, de 
membranes plasmiques (piste 2-4) ou totales (piste 5-7) obtenues telles que décrit 
dans la section Matériel et Méthodes. À 27 kDa se trouve l'AQP2 sous forme non-
glycosylée, à 29 kDa la forme glycosylée du RE et, entre 40 et 70 kDa, des bandes de 
hauts poids moléculaires non-définies. 
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4. Discussion 
4.1. Mise en contexte 
Les mutations 0150E et G 1960 viennent d'un même patient ayant les 2 
allèles codant pour le gène de l' AQP2 atteinte. Puisque ce patient souffre de OIN 
menant à une polyurie sévère, un moyen d'améliorer sa condition serait de diminuer 
cette déshydratation progressive pour augmenter ses chances de survie. La littérature 
ayant déjà rapporté des moyens de sauver des protéines mutantes grâce à l'utilisation 
de chaperonnes chimiques, nous avons donc entrepris l'étude de ces mutations de 
1'AQP2 afin d'évaluer la récupération éventuelle des protéines mutantes en utilisant 
des ovocytes de Xenopus laevis comme modèle d'expression en absence ou en 
présence de telles chaperonnes chimiques. 
4.2. Profil de l'expression et de,la fonction de l'AQP2 
Par comparaison à la forme native, les formes mutées doivent être injectées 
en quantité 10 fois plus grande que le type sauvage afin d'obtenir une expression 
protéique du même ordre de grandeur (figure 3.12). En analyse sur ovocytes, les 
formes mutantes de l' AQP2 ne se rendent pas à la membrane plasmique au même 
titre que la forme sauvage, avec la forme mutée G 1960 qui ne quitte pas les 
vésicules intracellulaires. 
Les conclusions tirées de l'immunofluorescence corrèlent avec la présence à 
la membrane plasmique du mutant 0150E qui y est en très faible concentration. La 
Pr des ovocytes exprimant l' AQP2 sous ses formes native et mutées est 
proportionnelle à l'expression membranaire, à savoir que le mutant 0150E a une 
faible Pr et que le mutant G 1960 présente une Pr identique à celle d'ovocytes non-
injectés. La forme mutée 0 150E confère un OIN minime tandis que la forme G 1960 
démontre un phénotype complet. Ainsi, nos données de perméabilité à l'eau obtenues 
78 
in vitro sont en accord avec l'augmentation de l'excrétion de l'eau observable chez le 
patient atteint des deux mutations. 
4.3. Effet du MI sur l'expression de l'AQP2 
4.3.1. Effet intracellulaire 
Les analyses de Howard et al. (2003) et Zhang et al. (2003) ont attribué au 
myo-inositol une capacité de chaperonne chimique. Cette propriété a été utilisée pour 
essayer d'amoindrir la sévérité du phénotype associé aux formes mutées D150E et 
G 1960 de l'AQP2 lorsqu'exprimées dans des ovocytes. Le cotransporteur SMIT2 
injecté dans les ovocytes permet au myo-inositol d'entrer dans la cellule à une vitesse 
de 19,4 pmol/h comparativement à une entrée de 0,02 pmol/h en son absence (figure 
3.3). Ce cotransporteur a été ajouté pour reproduire les conditions décrites par 
Howard et al. (2003), c'est-à-dire permettre l'entrée de myo-inositol dans la cellule 
pour qu'il y joue son rôle de chaperonne chimique. 
Les résultats montrent que seuls les ovocytes injectés avec la forme mutée 
Dl50E ont vu leur perméabilité à l'eau augmenter en présence de myo-inositol 
(figure 3.4). En accord avec la littérature, le myo-inositol pourrait donc jouer un rôle 
de l'intérieur de la cellule. Cependant, cette stimulation est spécifique pour le mutant 
Dl50E puisque ni la Pfde la forme sauvage (wt), ni celle de la forme mutée GI96D 
ou des contrôles n'ont été modifiées par l'ajout de myo-inositol au bain durant 
l'expression protéique (figure 3.4). 
La forme native de l'AQP2, qui se présente en grande quantité à la membrane 
plasmique, ne sera possiblement pas affectée par la présence de l'osmolyte myo-
inositol. Pour ce qui est des formes mutées, le D 150E a la capacité de se rendre à la 
membrane plasmique alors que le G 196D n'y est pas affiché (figure 3.1 et 3.12). Ce 
fait pourrait expliquer la capacité du myo-inositol à agir sur la forme D 150E plutôt 
que la G 196D pour la récupération protéique. Ceci signifierait alors que le myo-
inositol ne pourrait exercer son effet récupérateur que sur une forme mutée d'AQP2 
ayant au moins une faible capacité de se rendre à la membrane plasmique. Seule 
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l'analyse d'autres mutations tombant dans l'une ou l'autre des catégories de mutants, 
ceux se rendant à la membrane et ceux ne s'y rendant pas, permettrait de vérifier la 
validité ou non de la présente supposition. 
À la suite de ces expériences, il semble possible que le myo-inositol exerce son 
effet de l'intérieur de la cellule car, en présence de SMIT2, la concentration de 5 mM 
extracellulaire se traduit par une concentration similaire ou plus grande à l'intérieur 
de la cellule. Pour valider ou infirmer cette présomption, nous avons injecté le myo-
inositol directement dans la cellule pour obtenir une concentration intracellulaire de 
15 mM puisqu'une concentration de l'ordre du millimolaire est nécessaire pour 
obtenir un effet chaperonique (Powell et Zeitlin, 2002). De façon surprenante, les 
résultats de ces expériences montrent que la présence de myo-inositol intracelIulaire 
n'a pas modifié significativement la perméabilité à l'eau du mutant D150E (figure 
3.5). Cette observation permet donc d'écarter l'hypothèse que le myo-inositol joue un 
rôle de chaperonne chimique dans le sauvetage partiel de ce mutant. 
4.3.2. Effet extracellulaire 
La stimulation par le myo-inositol de la perméabilité à l'eau des ovocytes 
exprimant la protéine mutante AQP2-D l50E, a aussi été testée en absence de SMIT2 
pour s'assurer qu'il s'agissait bien d'un effet extracellulaire et non d'un artefact dû à 
la présence de SMIT2 dans les ovocytes. En absence de ce cotransporteur, nos 
résultats montrent que la stimulation du mutant AQP2-D l50E par le myo-inositol 
était à peu près identique qu'en sa présence (figure 3.6). Ceci vient donc confirmer 
l'action extracellulaire de l' osmolyte. 
Cette action qu'exerce le myo-inositol a été reproduite 25 fois. Cependant, la 
comparaison des données recueillies pour toutes les expériences montre une grande 
variabilité de la stimulation engendrée par le myo-inositol même si, dans 90 % des 
cas, l'augmentation que procurait le myo-inositol extracellulaire était significative. 
Malgré la variabilité observée, l'effet stimulateur du myo-inositol suit une 
distribution normale compatible avec un effet hautement significatif dont la moyenne 
se situe à 45 % (figure 3.7). 
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Grâce à l'utilisation comme modèle d'étude des ovocytes de Xenopus laevis 
dont le rapport surface/volume est petit lorsque comparé à des cellules en culture, 
nous avons pu déterminer que le myo-inositol avait un effet positif sur l'expression 
de l' AQP2-D 150E uniquement à partir du domaine extracellulaire. La dépendance en 
concentration et la stéréospécificité de la réponse au myo-inositol appuient 
l'hypothèse d'une action récupératrice induite par cet osmolyte. 
4.4. Spécificité de l'effet du myo-inositol 
La figure 3.8 permet d'établir le EDso du myo-inositol produisant une 
stimulation de l' AQP2-D 150E à 131 ± 13 IlM. Cette valeur est proche des 
concentrations physiologiques rapportées dans la littérature (Fisher et al., 2002) 
puisque, dans le système sanguin, elle est de 30 IlM alors que, dans le liquide 
céphalorachidien, elle se situe aux alentours de 300 IlM. Il faut souligner le fait que, 
même si l'effet du myo-inositol extracellulaire peut facilement être mis en évidence 
par volumétrie sur ovocytes, nos travaux ne permettent pas de conclure à une 
augmentation du nombre de molécules d'AQP2-DI50E affichées à la membrane 
plasmique plutôt qu'à une stimulation de la perméabilité à l'eau unitaire des 
transporteurs exprimés. Pour trancher entre ces 2 hypothèses de façon rigoureuse, il 
nous faudrait déterminer la quantité de protéine exprimée à la membrane plasmique 
suite à leur purification (Leduc-Nadeau et al., 2006) et effectuer des analyses de type 
« pulse-chase )) pour y déterminer les niveaux de protéines avant et après stimulation 
par le myo-inositol. 
Malgré cette incertitude, nos études ont toutefois cherché à déterminer si la 
présence de composés autre que le myo-inositol à l'extérieur de l'ovocyte pouvait 
également modifier la Pfd'ovocytes exprimant le mutant AQP2-DI50E. Les données 
présentées à la figure 3.9 semblent indiquer que seul le myo-inositol serait actif 
puisque son effet n'est pas systématiquement reproduit par des osmolytes tels le 
glycérol, la bétaine ou la taurine. Il faudrait cependant augmenter le nombre 
d'expériences pour rendre cette conclusion plus rigoureuse. Il est important de 
souligner que l'effet du myo-inositol serait en plus stéréo spécifique puisque son 
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action ne peut être reproduite par le L-chiro-inositol ou le D-chiro-inositol. 
Toutefois, ces études ont été conduites à des concentrations d'osmolytes de 500 !lM 
et ne permettent pas d'écarter la possibilité que l'un ou l'autre de ces différents 
osmolytes puisse nécessiter une plus forte concentration pour être actif. 
Afin d'évaluer la spécificité du myo-inositol pour le mutant D 150E de l' AQP2, 
nous avons revisité les données de la littérature (Howard et al., 2003, Zhang et al., 
2003) pour savoir si le myo-inositol avait, dans nos conditions expérimentales, une 
action sur la forme mutée ~F508 du CFTR. Il nous semblait en effet primordial 
d'évaluer si, dans les expériences de Zhang et al. (2003) avec le CFTR-~F508, le 
myo-inositol agissait de l'extérieur ou de l'intérieur dans la récupération. Suite à nos 
analyses, nous ne pouvons conclure si le CFTR-~F508 est ou non affecté par la 
présence de myo-inositol dans le bain d'incubation des ovocytes durant le dernier 24 
heures d'expression avant la prise de la mesure. Ce fait est attribuable à la grande 
variabilité des données recueillies autant pour les courbes d'activé des ovocytes non-
injectés et non-traités que pour ceux en présence de myo-inositol ou exprimant le 
CFTR-~F508. Afin de minimiser la variabilité, il nous faudrait faire une plus grande 
quantité d'analyses. 
Dans nos expériences comparativement à celles de Zhang et al. (2003), il faut 
noter la différence de modèle d'étude dans l'analyse de l'effet du myo-inositol. Les 
cellules en culture 3T3 ont peut-être la capacité de permettre l'entrée du myo-
inositol, ce qui viendrait appuyer la conclusion qui a été tirée et ferait du myo-
inositol une chaperonne chimique active au niveau du RE. Dans le modèle 
ovocytaire, la mesure des courants en double électrodes n'est pas une méthode 
d'analyse assez robuste pour mettre en évidence une différence entre les courbes 
courant-voltage résultant de l'expression des formes sauvage et mutée ~F508. Cet 
état de fait vient de la difficulté d'obtenir des échantillons comparables d'ovocytes 
de semaines en semaines car l'ovocyte lui-même a encore trop de composantes qui 
ne sont toujours pas connues avec précision. De plus, l'ovocyte de grenouille n'a 
peut être pas tous les systèmes de synthèse protéique d'une cellule en culture, auquel 
cas l'action du myo-inositol sur cellules en culture ne pourrait pas être reproduite 
dans les ovocytes. 
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4.5. Modes d'action possibles du myo-inositol sur le 
mutant D150E de l'AQP2 
4.5.1. Action par l'intermédiaire d'un mécanisme de signalisation 
intracellulaire 
Bien que les données recueillies donnent un aperçu de la spécificité du myo-
inositol sur l'AQP2-DI50E exprimée dans des ovocytes de Xenopus laevis, le 
mécanisme d'action du composé n'est pas encore déterminé. L'observation de 
l' AQP2-D150E par électrophorèse et immunofluorescence permet de déterminer que 
ce mutant peut se rendre à la membrane, contrairement au mutant AQP2-G 196D. 
Cependant, une grande proportion des protéines synthétisées ne se retrouve pas à la 
membrane plasmique. Selon la littérature (Fujiwara et Bichet, 2005), ces protéines 
seraient prisonnières du RE et des chaperonnes protéiques avant d'être acheminées 
vers leur dégradation. La forme mutée D 150E a un avantage face à la forme G 1960 
en ce sens qu'elle peut se rendre à la membrane plasmique, ce qui pourrait être la 
raison qui sous-tend la stimulation de son activité en présence de myo-inositol. 
Différentes possibilités pourraient être envisagées pour expliquer qu'une 
incubation en présence de myo-inositol mène à une augmentation spécifique de la Pf 
attribuable à la forme mutée D150E dans des ovocytes. Ainsi, il se pourrait que la 
récupération partielle induite par le myo-inositol soit spécifique aux ovocytes, une 
hypothèse qui pourrait être testée par des mesures de perméabilité à l'eau sur un 
1 
autre modèle cellulaire. Par ailleurs, le mécanisme pourrait faire intervenir une 
cascade intracellulaire activée de l'extérieur de l'ovocyte suite à une captation du 
myo-inositol à faible dose dont il n'est pas tenue compte par le test d'absorption de la 
figure 3.3. Une cascade intracellulaire induite par le myo-inositol activant l'AQP2-
D 150E semblait la voie la plus probable de J' action du myo-inositol puisqu'une telle 
cascade est déjà connue pour agir sur l'acheminement à la membrane de l'AQP2-wt. 
Selon cette cascade déjà établie, lorsque la concentration d'AMPc augmente 
suite à l'activation de l'AC, il y a phosphorylation (Ser256) et acheminement de 
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l'AQP2-wt à la membrane plasmique où elle induit une augmentation du transport 
d'eau (Kuwahara et al., 1995). Cette cascade est également activée par la forskoline, 
qui pennet de reproduire l'effet de l'AYP dans l'activation de l'AC. Toutefois, des 
ovocytes exprimant l'AQP2-DI50E ne changent pas de pennéabilité à l'eau lorsque 
traités avec la forskoline (figure 3.10). Ceci signifie donc que l'acheminement à la 
membrane plasmique de l'AQP2-DI50E n'est pas affecté par la cascade faisant 
intervenir l'AC, l' AMPc intracellulaire et la phosphorylation du tétramère fonnant le 
pore à eau, nécessaire pour son acheminement à la membrane plasmique (de Mattia 
et al., 2005). Pourtant, cette cascade de phosphorylation de l'AQP2 est bien présente 
dans l'ovocyte puisque nos résultats démontrent que des ovocytes exprimant la 
fonne native ont une activité qui augmente lorsque la forskoline est ajouté au milieu 
d'incubation au moment de la prise de mesure. Bien que ce ne soit pas la cascade 
impliquant l'AC et la phosphorylation du canal à eau qui mène à une stimulation de 
l'activité du canal muté D150E dans des ovocytes, il demeure toutefois possible 
qu'une autre cascade, liée à la dégradation ou agissant sur le recyclage vésiculaire de 
l' AQP2-DI50E membranaire, soit responsable de cette stimulation. 
4.5.2. Action protectrice face à la présence d'urée 
Bien qu'aucune analyse ne donne d'infonnation sur l'effet de l'urée in vivo, 
nous savons que, en grande quantité, elle a un effet dénaturant sur les protéines en les 
forçant à se linéariser et à perdre leur capacité à s'agréger (My ers et al., 1995). De 
plus, dans des analyses d'expression in vitro, la présence d'urée est néfaste lors de 
l'expression et après l'expression. Cette molécule dénaturante peut être vue comme 
un substitut à l'eau qui, en trop grande quantité, empêche le repliement protéique 
adéquat. 
Nous nous sommes basés sur la capacité des osmolytes à contrer l'effet 
dénaturant de l'urée dans la médullaire rénale pour tenter de détenniner si, dans les 
ovocytes, la présence de myo-inositol diminuait l'effet dénaturant de l'urée sur les 
protéines présentes. Puisque l'urée a la capacité d'entrer dans l'ovocyte à la vitesse 
de 4 pmol/90 s (Smith et al., 1995), il était intéressant de détenniner si les AQP2 
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présentes dans les ovocytes voyaient leur pennéabilité affectée par l'urée ajoutée lors 
de l'expression de la protéine. Les expériences démontrent que l'urée (200mM) 
diminue respectivement de 73 ± 8 % ou de 82 ± 13 % la Pr des ovocytes exprimant 
l'AQP2-wt ou l'AQP2-D150E (figure 3.10). Il est connu que l'urée traverse par 
diffusion passive la membrane plasmique des ovocytes (Hill et al., 2005). L'urée 
pourrait donc pénétrer jusqu'au RE où son action osmodénaturante pourrait alors 
déstabiliser les protéines en les forçant à adopter des confonnations linéaires. 
Suite à l'observation de cet effet délétère de l'urée sur la Pr des ovocytes, il 
devenait concevable d'envisager la possibilité que le myo-inositol puisse renverser 
cet effet de par son action protectrice sur les protéines. Cependant, l'ajout de myo-
inositol directement dans l'ovocyte ou dans leur milieu d'incubation n'a pas modifié 
l'action de l'urée sur la pennéabilité à l'eau des ovocytes exprimant les AQP2-
D150E mutante ou de type sauvage (figure 3.10). Bien qu'il soit toujours possible 
que le myo-inositol ait été utilisé en trop faible quantité pour pouvoir exercer son 
action protectrice face à l'effet dénaturant de l'urée, nous pouvons toutefois conclure 
que le myo-inositol à l'extérieur de la cellule, à une concentration qui nonnalement 
augmente la Pr des ovocytes exprimant l' AQP2-D 150E, ne présente pas cet effet 
lorsque 200mM d'urée est également présent dans le milieu d'incubation. Ces 
observations suggèrent en plus que le myo-inositol n'a pas d'effet protecteur sur les 
protéines qui sont présentes à la membrane plasmique et ne semble pas modifier le 
niveau de recyclage protéique à la membrane plasmique, à moins que l'urée 
n'interfère avec le mécanisme d'action de myo-inositol habituellement observé en 
son absence. 
4.5.3. Mode d'action suggéré par les analyses en 
immunobuvardage 
Des analyses en immunobuvardage de type Western révèlent des bandes de 
hauts poids moléculaires qui seraient susceptibles d'être des protéines ubiquitinées 
(figure 3.12). Une des voies par laquelle le myo-inositol pourrait donc exercer son 
action ferait alors intervenir une cascade intracellulaire de réactions, activée de 
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l'extérieur de la cellule par l'intennédiaire de protéines G ou de récepteurs 
membranaires, qui aurait pour effet d'augmenter ou de diminuer les niveaux 
respectifs de protéines phosphorylantes ou ubiquitinantes. Le myo-inositol pourrait 
par ailleurs impliquer une membrane spécialisée, comme par exemple les cavéoles 
ou les radeaux lipidiques, qui à son tour affecterait l'ubiquitination des protéines 
mutantes (Arcangeli et Becchetti, 2006). En utilisant l'une ou l'autre de ces voies, le 
myo-inositol aurait la capacité de promouvoir des changements dans les niveaux 
d'ubiquitination de l'AQP2-D150E et, par conséquent, de conférer une plus longue 
durée de vie à cette protéine. 
Il est connu que l'AQP2 est ubiquitinée avant d'être dégradée, maIs les 
processus par lesquels son ubiquitination mène à sa dégradation ne sont pas encore 
connus (Hirano et al., 2003). Toutefois, il est clair que l' AQP2 peut être amenée à sa 
dégradation par le protéasome lorsqu'elle est mal repliée, et que cet adressage vers le 
protéasome nécessite souvent l'attachement d'ubiquitine (Smalle et Vierstra, 2004). 
Il serait donc possible d'envisager l'hypothèse que le myo-inositol pourrait agir de 
l'extérieur en empêchant l'adressage de l'AQP2 vers le protéasome (Kaufman, 2002, 
Mori et al., 2000). 
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5. Conclusions et perspectives 
5.1. Conclusions 
Notre travail a tout d'abord établi le niveau d'expression des mutants AQP2-
D l50E et -G 196D par rapport au type sauvage, l' AQP2-wt. Nous avons démontré 
ensuite que l' AQP2-D 150E, seul des 2 mutants présentant une faible expression 
membranaire, peut être partiellement récupérée par le myo-inositol. Contrairement 
aux études préalablement publiées (Howard et al., 2003, Zhang et al., 2003), nos 
résultats sont compatibles avec une action extracellulaire plutôt que intracellulaire du 
myo-inositol. Bien que nous n'ayons pas trouvé le mode d'action du myo-inositol, 
nous avons mis en évidence une certaine spécificité face à d'autres isomères 
d'inositol et d'autres osmolytes, de même que sa sensibilité en évaluant son EDso à 
131 ± 13 !lM. Il faudrait maintenant se pencher sur les différentes cascades 
d'expression protéique et d'adressage cellulaire pour déterminer quelles voies le 
myo-inositol empruntent pour stimuler la Pfd'ovocytes exprimant l'AQP2-DI50E. 
L'élucidation du mécanisme d'action nécessitera sans doute plusieurs autres 
études mais nous apportera de précieux renseignements sur les mécanismes qui 
régissent le devenir de protéines mutantes qui ont gardé une partie de leurs fonctions 
intactes. La compréhension de ces mécanismes est susceptible d'avoir des impacts 
sur la vie de nombreux patients souffrant de maladies héréditaires puisque l'on 
pourra agir directement sur le bon mécanisme tel qu'établi par des études de 
récupération protéique comme celle entreprise avec le myo-inositol dans le présent 
travail. 
5.2. Perspectives 
Afin de pouvoir définir la façon dont le myo-inositol agit sur les ovocytes 
exprimant la forme mutée D 150E, il faudrait entreprendre des études visant à 
déterminer si le myo-inositol est nécessaire pendant la synthèse protéique, durant 
l'acheminement membranaire ou au cours du « tum-over» de la protéine à la 
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membrane plasmique. Pour y parvenir, une première série d'expériences analyserait 
la dépendance temporelle de l'effet du myo-inositol et une autre établirait l'influence 
du blocage de la synthèse protéique sur cet effet. 
En immunobuvardage de type Western, le mutant AQP2-D150E présente des 
bandes de hauts poids moléculaires lorsque l'analyse est effectuée sur un homogénat 
d'ovocyte tandis que, dans la membrane plasmique isolée, seule la bande à 25 kDa 
est présente sur le gel. Bien que nous sachions que les hauts poids moléculaires 
caractérisent la protéine lorsqu'elle est associée aux compartiments intracellulaires, 
nous ne savons toutefois pas sous quelle forme se trouve cette protéine. Il serait donc 
nécessaire d'évaluer à quoi est associé l' AQP2-D 150E pour donner des bandes de 
poids moléculaires si élevées et de déterminer si ces bandes ne seraient pas des 
produits de la protéine mutante sous forme ubiquitinée. Parallèlement, nous 
pourrions évaluer si ces bandes de hauts poids moléculaires sont déplacées ou 
éliminées lorsque des ovocytes exprimant l'AQP2-D150E sont mis en présence de 
myo-inositol extracellulaire. 
De nombreuses voies pourraient être empruntées par une molécule pour avoir 
un effet de l'extérieur de la cellule et aboutir soit à une augmentation du nombre de 
canaux affichés à la membrane plasmique ou de la perméabilité à l'eau intrinsèque 
des canaux qui y sont exprimés. Puisqu'il y a toujours ambigüité à ce sujet quant au 
mode d'action du myo-inositol sur le mutant D150E de l'AQP2, il faudrait étudier 
plus finement l'expression de cette protéine. Il serait ainsi possible d'évaluer 
l'expression de l'AQP2-D150E par une technique de type «pulse-chase» qui 
consiste en un ajout d'acides aminés radiomarqués qui sont ensuite « chassés» par 
des acides aminés froids. Cette technique donne un aperçu du temps d'expression 
protéique et du temps de demi-vie des protéines nouvellement synthétisées. Afin 
d'évaluer la dégradation, il serait finalement possible de bloquer l'expression 
protéique par de la cycloheximide (Bruses et Pilar, 1995). 
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